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  Nádorová buňka je charakteristická produkcí nádorových antigenů, čímž se odlišuje 
od normální somatické buňky a stává se cílem efektorových mechanizmů protinádorové 
imunity. Předložená práce byla zaměřena na vývoj a především studium buněčné imunitní 
odpovědi rekombinantních vakcín namířených proti několika nádorovým antigenům, 
specifickým pro hematologické a solidní nádory. Stanovení účinnosti těchto vakcín 
probíhalo na myším modelu, především pomocí testu ELISPOT-IFNγ.  
 V první části jsem se soustředila na vývoj a stanovení účinnosti genetických a 
peptidových vakcín proti WT1+ nádorům. Jako nejefektivnější se ukázaly peptidové 
vakcíny aplikované intradermálně (i.d.) tetováním, podávané společně s nemetylovanými 
CpG motivy a protilátkou neutralizující TGFβ v nádoru.  
 Dále jsem sledovala protinádorovou imunitní odpověď na vakcíny nesoucí sekvenci 
ze spojové oblasti fúzního proteinu BCR-ABL, charakteristického pro chronickou 
myeloidní leukemii. V laboratoři Doc. Forstové byly připraveny vakcíny na bázi partikulí 
podobných myšímu polyomaviru (MPyV-VLP), v naší laboratoři jiné typy vakcín 
(rekombinantní virus vakcinie (rVACV), DNA). Vakcíny nebyly účinné, jelikož protein 
BCR-ABL není vhodný imunogen, jak se ukázalo později nejen z této studie.  
 V poslední části dizertační práce se podařilo zvýšit účinnost rVACV vakcín proti 
nádorům asociovaným s lidským papilomavirem 16 (HPV 16) pomocí ko-exprese různých 















 Cancer immunotherapy is concerned generally with the activation of cancer 
immunity specific for tumor antigens (TA) produced by cancer cells. My PhD thesis 
focused on the development of different types of cancer vaccines expressing various TA 
and predominantly on the determination of the efficacy of these vaccines. For studying 
TA-specific cancer cellular immunity in mice immunized with these vaccines, I used 
mainly the ELISPOT-IFNγ assay.  
 First, DNA, recombinant vaccinia virus (rVACV) and peptide vaccines against 
WT1 positive tumors were prepared. They consist of a fragment of WT1 protein with 
motifs predicted to bind to D
b
 murine MHC class I. The administration of peptide vaccines 
by tattoo delivery in combination with unmethylated CpG motifs and anti-TGFβ 
monoclonal antibody was the most effective. 
 Next, I was interested in the immunotherapy of chronic myeloid leukemia (CML). 
Hruskova et al. prepared the mouse polyomavirus-like particles (MPyV-VLP) carrying  
the junction region of BCR-ABL fusion protein (136). In our laboratory, there were 
constructed the other types of CML vaccines with the expression of the junction region  
of BCR-ABL fusion protein, such as DNA or rVACV, too. Prepared vaccines failed to 
induce effective cancer immune response. It seems that BCR-ABL epitopes appeared to be  
a weakly immunogenic.  
 Finally, we were able to enhance the effectiveness of the rVACV vaccines against 
tumors expressing HPV16-E7 oncoprotein by co-expression of either soluble TGFβ 
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AAV Adeno-associated virus 
ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 
ACI Academy of Cancer Immunology 
AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome 
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C cytosine 
C1498 murine (C57Bl/6 mice) leukemia cell line  
C57Bl/6 type of imbreeding mice 
CAF carcinoma-associated fibroblasts 
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cDNA complementary DNA 
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CID Cancer Immunome Database 
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= CD117 
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CML Chronic Myeloid Leukemia 
CMV cytomegalovirus  
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CpG ODN CpG oligodeoxynucleotides  
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CSF colony-stimulating factor  
CTL cytotoxic T-lymphocyte 
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DAMP damage-associated molecular pattern 
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DC dendritic cells 
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DNAM-1 DNAX accessory molecule-1 
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ER endoplasmic reticulum 
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Fc immunoglobulin fragment 
FGF fibroblast growth factor 
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FoxP3 transcription factor Forkhead box P3 
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Gab-1, 2 GRB2-associated-binding protein 1, 2 
GEF guanine nucleotide exchange factor 
GITR glucocorticoid-induced TNF receptor-related antigen 4 
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
Gr-1 granulocyte differentiation antigen 1 
Grb-2 growth factor receptor-bound protein 2 
GTP guanosine-5'-triphosphate  
GUS-WT1 
fusion protein consisting of gene for β-glucuronidase and a part 
of gene for murine WT1 
H5 promoter of poxvirus gene H5R 
HBV Hepatitis B virus 
HIV Human Immunodeficiency Virus 
HLA Human Leukocyte Antigen 
HMGB1 high-mobility group box 1 
HPV (16) Human Papillomavirus (16) 
HPV16-E6 oncoprotein E6 encoded by HPV16 
HPV16-E7 oncoprotein E7 encoded by HPV16 




H-ras GTPase, transforming protein p21 
HSP Heat Shock Protein 





ICD imunogenic cell death 
IDO indoleamine-2,3-dioxygenase 
IFA incomplete Freund's adjuvant  
IFN interferon 
Ig immunoglobulin 
IGF insulin-like growth factor 1  
IGF-R insulin-like growth factor 1 receptor 
IL interleukin 
IL-2R interleukin 2 receptor 
IMV intracellular mature virion of poxvirus 
iNOS inducible nitric oxide synthase 
IR insulin receptor 
IS immune system 
Jun  transcription factor (= AP-1)  
K562 human acute myelocytic leukemia cell line 
kDa 1000 Daltons 
KIR killer inhibitory receptor 
KLH Keyhole limpet hemocyanin 
L1, L2 capsid proteins of HPV16 
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LAG-3 lymphocyte-activation gene 3 
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LICR Ludwig Institute for Cancer Research 
mAb monoclonal antibody(s) 
MAP(K) mitogen-activated protein kinase  
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M-CSF macrophage colony-stimulating factor 
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MDM2 mediator of DNA damage 2 
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MDSC myeloid-derived suppressor cells 
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MIE major immediate-early promoter of CMV 
MMP matrix metalloproteinase 
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mRNA messenger ribonucleic acid  
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MyD88 myeloid differentiation primary response gene 88 
NF-κB  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NK Natural KiIller 
NKT Natural KiIller T 
NLS nuclear localization signal 
NYVAC New York Vaccinia Virus 
ORI origin of replication 
P13 virus vaccinia strain Praha 13 
P2RX7 ionotropic purinergic receptors  
p53 tumor-suppressor protein (53 kDa) 
PAMP pathogen-associated molecular pattern 
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PBS phosphate buffered saline 
PD-1 programmed cell death protein 1 
PDGF platelet-derived growth factor  
PGE prostaglandin E 
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 
poly I:C  polyinosinic-polycytidylic acid 
poly(A) polyadenylation signal sequence 
pR poly-L-arginine 
PR proteinase  
PRAME preferentially expressed antigen in melanoma 
PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 
RAF 
serine/threonine-specific protein kinases that are related to 
retroviral oncogene 
RAS Rat sarcoma 
Rb retinoblastoma protein 
Rho Ras homolog gene 
RNA ribonucleic acid  
ROS reactive oxygen species 
s.c. subcutaneous(ly) 
SCF stem cell factor 
SEREX SERological EXpression of cDNA expression libraries 
SH Src Homology  
SigE7LAMP 
fusion protein consisting of HPV16-E7 and signal sequence of 
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Smad transcription factor  
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TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TRAMP-C2 WT1+ cell line of prostate cancer in C57Bl/6 mice  
Treg Regulatory T cells 
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ULBP2 UL16 binding protein 2 
UTR untranslated region 
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 Imunoterapie nádorů je založena na rozdílech nádorové buňky a jejího 
mikroprostředí oproti normálním buňkám zbytku těla, např. přítomnosti nádorových 
antigenů (TA; tumor antigens). Jedním z jejích úkolů je aktivace TA-specifických 
efektorových mechanizmů. Cílem této práce byl vývoj rekombinantních vakcín proti 
nádorům pozitivním na TA a především studium jimi indukované imunitní odpovědi. 
Účinnost vakcín byla sledována na myším modelu.  
V první části jsem se soustředila na vývoj a stanovení účinnosti genetických a 
peptidových vakcín proti WT1+ hematologickým a solidním nádorům. Genetické vakcíny 
exprimovaly fragment mezi 94. a 249. aminokyselinou myšího proteinu WT1, který 
sestával z několika známých epitopů specifických pro cytotoxické T-lymfocyty  
(CTL; cytotoxic T-lymphocytes). Jako nejefektivnější se ukázaly peptidové vakcíny 
aplikované i.d. tetováním a podávané společně s protilátkou neutralizující TGFβ v nádoru 
(10).   
 Dalším úkolem mé doktorandské práce bylo studium chronické myeloidní leukémie 
(CML) a možnosti její terapie. Exprese fúzního proteinu BCR-ABL je charakteristická pro 
více než 90% pacientů s CML. Různé studie naznačovaly, že tento protein (především jeho 
unikátní zlomová oblast) je imunogen vhodný pro indukci protinádorové odpovědi. 
V našich laboratořích bylo vytvořeno několik typů vakcín exprimujících sekvenci dlouhou 
25 aminokyselin ze zlomové oblasti uvedené části proteinu: plasmidové DNA vakcíny 
(199) vakcíny na bázi rekombinantního viru vakcinie (rVACV) a vakcíny z dendritických 
buněk (Němečková, nepublikovaná data), či nádorové buněčné vakcíny (268-270). 
V laboratoři Doc. Forstové byly zkonstruovány také vakcíny MPyV-VLP, ve kterých jsem 
nedetekovala žádnou BCR-ABL-specifickou T-buněčnou protinádorovou odpověď. 
Ukázalo se, že nejsou účinné ani v terapii myších nádorů (136). Později se zjistilo, že 
protein BCR-ABL není vhodný imunogen. 
Už několik let se v naší laboratoři věnuje pozornost přípravě rVACV vakcín proti 
nádorům asociovaným s lidským papilomavirem 16 (HPV 16), v poslední době především 
zvýšení jejich protinádorové účinnosti ko-expresí různých imunomodulátorů (receptoru II. 
typu pro TGFβ, Flt3 ligand) (375,376). Náplní mojí části práce bylo studium protinádorové 
imunity indukované těmito rVACV.   
 




2. CÍLE PRÁCE 
  
Vývoj rekombinatních vakcín proti nádorovým antigenům specifickým pro 
hematologické a solidní nádory: 
 
1. Vývoj vakcíny proti nádorům exprimujícím WT1 a studium efektorových 
mechanizmů protinádorové imunitní odpovědi. 
 
2. Studium imunitní odpovědi proti nádorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci 
vakcínami na bázi partikulí podobných myšímu polyomaviru.  
 
3. Studium buněčné imunitní odpovědi vyvolané imunizací vakcínami 
rekombinantního viru vakcinie proti nádorům asociovaným s lidským 
papilomavirem 16, u kterých byla jejich protinádorová účinnost zvýšená ko-expresí 
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3. LITERÁRNÍ PŘEHLED 
 
 3.1 Charakteristika nádoru a nádorové buňky 
 
Vznik nádorového onemocnění je proces postupný, nikoliv jednorázový. Buňky 
normální tkáně kontrolují produkci a uvolňování signálů podporujících růst, tj. zabezpečují 
homeostazi v počtu buněk, udržují normální architekturu a funkce tkáně. Rozdílný 
charakter mají buňky tvořící nádor. Nádorová buňka je charakteristická nadměrnou 
podporou proliferačních signálů vedoucích k nekontrolované proliferaci. Ta je způsobena 
nezávislostí na regulátorech růstu, sníženými nároky na růstové faktory, nesmrtelností 
resp. rezistencí k buněčné smrti (zvýšením exprese antiapoptických regulátorů jako Bcl-2, 
Bcl-xL, snížením exprese proapoptických molekul jako Bax, Bam, PUMA, apod.), ztrátou 
kontaktní inhibice, indukcí angiogenezy (permanentní podpora produkce angiogenních 
faktorů jako VEGF-A nebo TSP-1 apod.), schopností invaze a tvorbou metastáz 
(118,352,373).  
Uvedené vlastnosti nádorové buňky jsou vyvolány nestabilitou jejího genomu 
vzniklého hromaděním somatických mutací v některých genech, např. v genech 
aktivujících receptory pro růstové faktory (RAF-MAP kinázové signální dráhy). 
Charakteristické jsou také různé epigenetické změny, zvýšená exprese onkogenů (RAS, 
MYC, RAF), či ztráta funkčnosti tumor-supresorových genů (p53 protein, RB protein).  
Nádor je víc než jen izolovaná masa proliferujících nádorových buněk. Jedná se  
o komplexní tkáně tvořené různými typy navzájem interagujících buněk (118). Kromě 
základních nádorových buněk zodpovědných za vznik tumoru, jej tvoří podtřída 
neoplastických buněk, tzv. nádorové kmenové buňky (CSC; cancer stem cells). Prvně byly 
identifikovány v hematologických malignitách (27,285), až o deset let později i v solidních 
nádorech (2,105). Další součástí nádoru jsou endoteliální buňky (odpovědny  
za vaskularizaci tumoru), okolo krevních cév jsou ovinuty pericyty (specializovaný 
mezenchymální typ buněk regulující angiogenezi), fibroblasty asociované s nádory (CAF; 
carcinoma-associated fibroblasts) a buňky imunitního systému (IS). V důsledku interakcí 
s nádorovými buňkami získávají všechny tyto buňky abnormální fenotyp a pozměněné 
funkce. Tvoří tzv. nádorové mikroprostředí (118) (Obrázek 3.1.1). 















 3.1.1 Nádorové mikroprostředí 
 
 Nádorové mikroprostředí neboli stroma, zabezpečuje výživu, růst a expanzi 
nádorových buněk. Připomíná prostředí hojící se rány. Na úzkou spojitost mezi zánětem a 
karcinogenezí poukázal už v roce 1883 Rudolf Virchow, který jako první objevil 
přítomnost leukocytů ve vzorcích maligních nádorů. Mnohé pozdější experimentální, 
klinické a epidemiologické studie potvrdily, že chronický zánět je rizikový faktor  
pro vývoj nádoru (277). V nádorovém stromatu se střetávají složky protinádorové imunity 
se složkami IS podporujícími růst nádoru (53,110,277).  
Největší zastoupení z buněk IS mají v nádorovém mikroprostředí lymfocyty, které 
infiltrují nádory (TIL; tumor infiltrating lymfocytes). Patří sem původně CTL a/nebo 
paměťové CD45RO+ T-buňky pocházející z aktivovaných CD4+ a/nebo  
CD8+ T-lymfocytů. Součástí je také nepatrné množství NK-buněk (69,352). TIL produkují 
růstové faktory a cytokiny nezbytné pro růst nádoru. Sekretují převážně cytokiny 
podporující Th2 buněčnou imunitní odpověď (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 a IL-21),  
GM-CSF a nepatrné množství, resp. žádné Th1 cytokiny (IL-2, IFN a IL-12). Vzniká 
cytokinová nerovnováha, která vede k úniku nádorů před imunitním dozorem a k tvorbě 




prostředí vhodného pro vývoj regulačních T-lymfocytů (Treg), které se stávají součástí TIL 
(28,352,353).  
Treg jsou většinou tvořeny CD4+ T-lymfocyty exprimujícími molekuly CD25  
(-řetězec IL-2R), CTLA-4, GITR a transkripční faktor FoxP3. Ve zdravém jedinci 
zabraňují autoimunitním onemocněním tím, že likvidují efektorové buňky reagující 
s vlastními antigeny. Obdobným mechanizmem blokují protinádorovou odpověď. Jelikož 
nádorovou buňku berou jako tělu vlastní, inhibují nádor-specifické CTL a produkují 
cytokiny IL-10 a TGFβ, které tlumí funkci efektorových buněk (21,352). Zvyšování 
hladiny Treg v místě nádoru i v periferní krvi koreluje se špatnou prognózou u mnoha 
solidních nádorů (267).       
Podstatnou část nádorového mikroprostředí tvoří makrofágy asociované s nádory 
(TAM; tumor-associated macrophages), odvozené od makrofágů typu M2 (121). Normální 
makrofágy absorbují antigeny a hrají důležitou roli v kontrole infekce, naproti tomu TAM 
jsou reprogramovány na imunosupresi. Sekretují „pronádorové“ cytokiny TGFβ a IL-10, 
produkují arginázu1, která metabolizuje L-arginin na polyamin a prolin. Zabrání tím 
funkčnosti T-buněčného receptoru (TCR; T-cell receptor) a vedou k inhibici CTL (12,212). 
TAM exprimují široké spektrum cytokinů (IL-23, IL-10), růstových faktorů (např. VEGF, 
PDGF, TGFβ, FGF, CSF-1), proteáz (např. metaloproteázy MMP-1, MMP-2, MMP-3, 
MMP-9 a MMP12; plasmin) a chemokinů (např. CXCL8, CXCL12), které zodpovídají  
za iniciaci angiogeneze (121).   
Součástí nádorového stromatu jsou dále tzv. myeloidní supresorové buňky (MDSC; 





















(324). MDSC snižují imunitní odpověď CTL a NK-buněk produkcí arginázy 1, TGFβ, 
syntetázy oxidu dusnatého (iNOS), reaktivních forem kyslíku (ROS) a  
idoleamin-2,3-dioxygenázy (IDO). ROS a reaktivní intermediáty dusíku jsou schopny 
indukovat poškození DNA a genetickou nestabilitu (110). Vzniklá hypoxie v nádorovém 
stromatu vede k produkci molekuly CCL28, která přitahuje Treg do místa nádoru (86).  
MDSC blokují funkci T-lymfocytů také tím, že jim zabraňují v příjmu cysteinu a snižují  
L-selektin na jejich povrchu (95,110,118,353). 
Dendritické buňky (DC; dendritic cells), které jsou v přirozeném prostředí 
nejlepšími profesionálními antigen-prezentujícími buňkami (APC; antigen-presenting 
cells), také infiltrují do nádoru. Tady jsou ovlivňovány pronádorovými cytokiny, jako 




VEGF, IL-10, prostaglandin E2 (PGE2) (193). Vznikají DC asociované s nádorem  
(TA-DC; tumor-associated dendritic cells) s imunosupresivními vlastnostmi, které 
přestávají být schopny indukovat odpověď CTL, přičemž expanze Treg zůstává 
neporušená. TA-DC v nádorovém mikroprostředí podporují angiogenezi produkcí různých 
angiogenních faktorů (20). Přítomnost těchto buněk u onkologického pacienta je  
u některých nádorů spojena s lepší prognózou (280), u jiných naopak (244).   
V nádorovém stromatu jsou slabě zastoupeny B-lymfocyty. Výjimkou jsou nádory 
prsu a melanomu (353). Regulační B-lymfocyty, NKT-buňky typu II, NK-buňky a  
 T-lymfocyty také napomáhají imunosupresivním účinkům nádorového mikroprostředí 
(225).   
Kromě buněk IS hrají v nádorovém stromatu důležitou roli CAF. Tvoří je dva typy 
buněk: (a) buňky podobné fibroblastům, které vytvářejí strukturní základ pro většinu 
normálních epiteliálních tkání; (b) myofibroblasty, biologickými vlastnostmi a funkcemi 
odlišné od klasických fibroblastů. Myofibroblasty exprimují α-SMA (α-smooth muscle 
actin). Jejích výskyt v normálních tkáních je omezen na období hojení poranění nebo  
při chronickém zánětu. V prostředí nádoru CAF přetrvávají a modifikuji ho (118). 
Produkují cytokiny a růstové faktory, resp. jejich receptory (VEGF, TGFβ, PDGF a 
PDGF-R, MMP apod.), kterými zvyšují invazivitu nádorových buněk (317). 
 
 3.2. Nádorová imunologie  
 
Mezi nádorem a IS organizmu dochází k interakci nazvané protinádorový dozor 
(„cancer immunosurveillance“). Původní koncept podle F. M. Burnetta byl založen  
na hypotéze, podle které je IS schopný rozeznat a zlikvidovat nádorové buňky. Moderní 
verze této teorie zahrnuje i druhou stranu procesu, tj. selekce nádorových buněk 
rezistentních na protinádorovou imunitní odpověď (353). Z hlediska protinádorového 
dozoru rozlišujeme tři fáze tumorogeneze: eliminace, ekvilibrium a únik (53,79)  
(Obrázek 3.2.1). 
V první fázi, eliminaci, dochází k rozpoznání a následnému zničení vznikajících 
nádorových buněk, do něhož se zapojují složky nativní (cirkulující NK-buňky, neutrofily a 
makrofágy) a především adaptivní imunity (T-lymfocyty a protilátky sekretované  
B-lymfocyty) (21) (kapitola 3.2.1.).  




Během fáze ekvilibria perzistují nádorové buňky, které přežily fázi eliminace. 
Ekvilibrium se jeví jako nejdelší proces ze všech tří, protože v jeho průběhu pokračuje jak 
eradikace, tak vznik a proliferace nádorových buněk resistentních vůči protinádorovému 
dozoru IS (53). V této fázi je likvidace a počet přeživších nádorových buněk v rovnováze.  
Do třetí fáze, úniku, se dostávají nádorové buňky unikající většině mechanizmů 
namířených proti nádoru. V této fázi dochází k růstu a rozvoji nádoru. Nádorové buňky se 
nekontrolovatelně množí a přizpůsobují „k obrazu svému“ bezprostřední okolí. Hledají 
způsoby, jak co nejúčinněji uniknout protinádorové imunitní odpovědi (kapitola 3.1.1). 





Obrázek 3.2.1 Imunitní dozor a imunoeditace nádoru, protinádorová versus 
pronádorová imunita (80)  
 
  Vlivem různých mutagenů (chronický zánět, radiace, chemické a fyzikální mutageny apod.) se hromadí 
mutace v buňce, které vedou k její transformaci na buňku nádorovou. Její proliferaci a selháním nádor-
supresorových mechanizmů se vyvíjí nádor, který je detekován a likvidován buňkami imunitního systému 
(eliminace). Udržení rovnovážného stavu mezi vznikajícími a eliminovanými buňkami nádoru je fáze druhá, 
ekvilibrium. V konečné fázi nádor uniká imunitnímu dozoru působení různých imunosupresivních 











 3.2.1 Protinádorová imunitní odpověď 
 
 Základ protinádorové imunity tvoří T-lymfocyty (především CTL), APC (hlavně 
DC) a NK-buňky (Obrázek 3.2.2).  
 APC nesou tzv. toll-like receptory (TLR), které rozeznávají molekulární struktury 
patogenních mikroorganizmů i nádorů (PAMP; pathogen-associated molecular pattern) 
nebo molekulární signály asociované s poškozením organizmu (DAMP;  
damage-associated molecular pattern) (53). Nádor produkuje množství 
cytokinů/chemokinů, které přitahují buňky IS, včetně APC, do těchto míst a nedalekých 
lymfatických uzlin. Tady APC pohlcují a zpracovávají PAMP a antigeny produkované 
nádorem. Tato interakce, doprovázená ko-stimulačními signály prostřednictvím receptoru 
CD40 a různými cytokiny, vede k aktivaci a maturaci APC, které vystavují na svém 
povrchu peptidy odvozené z antigenů různých patogenů, ale i nádorů. Tyto peptidy, 
odvozené z molekul TA, jsou prezentovány prostřednictvím molekul hlavního 
histokompatibilního komplexu (MHC; major histocompability complex) I. (endogenní 
antigeny) a II. třídy (exogenní antigeny). Komplexy peptid/MHC molekula I. třídy (epitopy 
o velikosti 8-10 aminokyselin) jsou rozeznávány α/β TCR na povrchu T-lymfocytů, které 
se následně vyvíjejí jako CD8+ T-lymfocyty, tj. CTL, specifické pro daný antigenní peptid. 
Peptidy (epitopy o velikosti 13-18 aminokyselin) vázané na MHC molekuly II. třídy 
stimulují CD4+ T-lymfocyty, tj. Th-buňky. Rozdělují se do třech skupin podle cytokinů, 
které produkují: Th1 buňky (sekretují cytokiny typu I, tj. prozánětové cytokiny IFNγ a  
IL-2), Th2 buňky (sekretují cytokiny typu II, tj. cytokiny asociované s protilátkovou 
odpovědi IL-4,IL-5 a IL-13) a Th17 (sekretují cytokiny jako IL-17 a IL-22 v kůží a 
mukozálních oblastech a způsobují zánět a autoimunitní odpověď). Th1 buňky napomáhají 
expanzi TA-specifických CTL, schopných eliminovat nádorové buňky. Aktivace  
T-lymfocytů probíhá až poté, co interakce mezi DC a T-lymfocytem je doplněna signálem 
mezi ko-stimulačními molekulami CD80 (B7.1) a CD86 (B7.2) uvolňovanými z DC a 
receptorem CD28 na povrchu T-lymfocytu (28,353). Typ T-lymfocytů, který se vyvine, 
závisí od signálů dodaných DC. Tyto signály mohou být ovlivňovány množstvím a typem 
TA, působením kostimulačních molekul a cytokinů produkovaných DC při interakci s  
T-lymfocytem apod. (353). Kontakt mezi APC a T-lymfocyty bývá označován jako 
imunologická synapse.  
Vzniklé CTL se krevním oběhem dostanou do tkání, kde probíhá zánět. Díky TCR 
a pomocným adhezivním molekulám rozeznávají na povrchu nádorové buňky nebo buňky 




infikované patogenem komplex epitop/MHC molekula I. třídy. Následně dochází 
k aktivaci cytotoxických mechanizmů a usmrcení identifikovaných buněk pomocí dvou 
způsobů. První vede ke tvorbě pórů v membráně, přes které jsou z CTL do nádorové buňky 
sekretovány perforiny i granzymy. Vedou k indukci proapoptických drah prostřednictvím 
aktivace kaspáz, včetně kaspázy 3 a 8 (65,125,149,264). Apoptoza nádorové buňky je také 
cílem druhého mechanizmu. V tomto případě CTL uvolňují Fas ligandy (FasL), které  
po navázání na receptory Fas na povrchu cílové buňky opět aktivují kaspázy 3 a 8 (367). 
Aktivita CTL je doprovázena expresí prozánětlivých cytokinů, především IFNγ.   
 
 
Obrázek 3.2.2 Aktivace protinádorové imunitní odpovědi (151) 
 
Nádorový antigen (TA), prezentovaný na povrchu nádorových buněk, je pohlcen a zpracován dendritickými 
buňkami (DC). Následuje prezentace TA epitopů  na povrchu DC prostřednictvím MHC molekul I. a II. 













DC mohou také spouštět protilátkovou, NK-buněčnou a NKT-buněčnou 
protinádorovou imunitní odpověď, která je hodně tlumená imunosupresivními účinky 
nádorového mikroprostředí (225). NK-buňky obsahují 2 typy povrchových receptorů: 
aktivační a inhibiční. Mezi aktivační receptory, zodpovědné za cytotoxickou aktivitu  
NK-buněk, patří NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, 2B4, NKp80 a DNAM-1. Hlavní 
kontrolu nad aktivací NK-buněk mají jejich inhibiční receptory (hlavně KIR;  




killer inhibitory receptors) specifické pro molekuly MHC I. třídy. Některé nádory a/nebo 
buňky infikované virem výrazně snižují expresi molekul MHC I. třídy na svém povrchu. 
Na jedné straně takto uniknou CTL, ale stávají se terčem pro NK-buňky. Normální, 
organizmu vlastní buňky jsou tolerovány NK-buňkami díky vysoké expresi molekul MHC 
I. třídy na svém povrchu (28).   
Jedním z problémů protinádorové imunity jsou vyčerpané T-lymfocyty, které 
vznikají při chronickém vystavování TA. Stávají se součástí TIL. Vyčerpané CTL je 
možné obnovit blokací inhibičních receptorů, kterými jsou PD-1, CTLA-4, LAG-3 apod. 
(350,352).     
3.2.2 Způsoby úniku nádoru před imunitní odpovědí   
 
Nádorové buňky používají různé způsoby zneviditelnění před složkami IS.  
U mnohých typů primárních i metastazujících tumorů dochází k výraznému snížení nebo 
ztrátě exprese MHC molekul I. třídy a tím jejich úniku před CTL odpovědí (281). 
K tomuto jevu dochází různými mechanizmy. Mohou být ireverzibilní, tedy na úrovni 
genu, např. mutace v genech kódujících těžký řetězec MHC molekul, β2-mikroglobulin 
nebo proteiny zapojené do mechanizmů prezentace antigenů. Další možností výše 
popsaného úniku buněk nádoru před IS jsou reverzibilní nebo epigenetické mechanizmy 
převážně na úrovni regulace transkripce jednotlivých genů. Příkladem je hypermetylace 
výše popsaných genů nebo acetylace regulátorů histonů TAP-1 (8,281). Z analýzy TIL se 
zjistilo, že ztráta exprese MHC I. třídy není asociována s infiltrací NK-buněk, ale 
s akumulací CTL do tumoru (281,297).     
 Jiným způsobem maskování nádorových buněk před protinádorým dozorem je snížení 
exprese ligandů jako ULBP2, MICA a MICB, které jsou rozpoznávané NKG2D 
aktivačním receptorem NK-buněk (43). Naproti tomu mohou vykazovat zvýšenou 
koncentraci molekul FasL na svém povrchu nebo jako součást exozómu, který obsahuje 
také molekulu TRAIL. Díky tomu jsou nádorové buňky chráněny před apoptózou. Zároveň 
indukují apoptózu CTL specifických pro TA (352). Nádorové buňky jsou též schopny 
uniknout protinádorové odpovědi přesměrováním vývoje monocytů na MDSC pomocí 
uvolňovaných nádorových exozómů, které obsahují imunosupresivní molekuly jako TGFβ 
(335).  
 Důležitou roli při úniku nádoru před protinádorovou imunitní odpovědi sehrává 
nádorové mikroprostředí (kapitola 3.3.1).  




 3.3 Nádorové antigeny 
 
Nádorové buňky exprimují TA, které je možné rozdělit na antigeny specifické  
pro nádor (TSA; tumor specific antigen) a antigeny asociované s nádory (TAA;  
tumor-associated antigen). Název TSA je odvozen od toho, že se vyskytují výlučně  
na nádorových buňkách. Naneštěstí jsou většinou málo imunogenní. Naproti tomu TAA 
jsou vylučovány i normálními buňkami, jenže v nádorových buňkách dochází ke změně 
síly nebo časového období jejich exprese. Mezi TAA patří proteiny, které jsou  
za normálních okolností exprimovány jenom během embryonálního vývoje, např. protein 
WT1 kódovaný genem Wilmsova tumoru (kapitola 3.3.1). Příkladem TSA je fúzní protein 
BCR-ABL vznikající při CML (kapitola 3.3.2) nebo virové onkoproteiny jako proteiny E6 
(HPV16-E6) a E7 (HPV16-E7) kódované lidským papilomavirem HPV 16 (kapitola 3.3.3). 
Jelikož jedním z cílů této práce bylo stanovení účinnosti vakcín namířených proti těmto 
TA, následující podkapitoly věnuji základním informacím o nich.     
 
 3.3.1 WT1, antigen asociovaný s nádorem 
 
 Gen WT1, kódující tumor-supresorový protein, byl prvně identifikován 
v souvislosti s Wilmsovým tumorem ledvin u dětí (363). Zvýšená exprese jeho genu je 
charakteristická pro mnohé hematologické malignity (akutní myeloidní leukémie (AML), 
pokročilá fáze chronické myeloidní leukémie (CML), myeloidní dysplastický syndrom 
(MDS)) i solidní nádory (karcinom prsu, plic, štítné žlázy, střeva). V současnosti se 
detekce jeho mRNA využívá jako diagnostický marker při AML a CML, při sledování 
minimální reziduální nemoci (MRD; Minimal Residual Disease)(kapitola 3.4) a 
kvantifikaci myeloidní leukemie a MDS (74).  
 3.3.1.1 WT1 v normálních tkáních 
 
Protein WT1 je kódován genem o 10 exonech, který je lokalizován na chromosomu 
11p13 (39). Struktura proteinu WT1 je ukázána na Obrázku 3.3.1. N-koncová oblast mu 
umožňuje plnit funkci regulátoru transkripce různých genů. Napomáhá interakci s RNA a 
proteiny a je bohatá na prolin a glutamin. Obsahuje aktivační a represivní domény.  
C-koncovou oblast tvoří 4 zinkové prsty typu Cystein2-Histidin2. Tato část umožňuje 
vazbu na DNA a je též zahrnuta do interakcí s RNA a proteiny (228,363).  





Obrázek 3.3.1 Struktura mRNA WT1 (a) a proteinu WT1 (b) (84) 








 WT1 je transkripční faktor, který hraje důležitou roli v průběhu nefrogeneze  
při vývoji a maturaci podocytů. Za normálních fyziologických podmínek se gen exprimuje 
specificky v tkáních mezodermálního původu. V embryonálním stádiu se objevuje  
v buňkách, které procházejí epiteliálně-mezenchymálním přechodem anebo naopak (236). 
Má nepostradatelný úkol při regulaci diferenciace různých orgánů. Přítomnost proteinu 
WT1 je esenciální pro vývoji urogenitálního traktu a epikardu. U dospělých byla jeho 
exprese prokázána v buňkách, které produkují epiteliální i mezenchymální markery, jako 
jsou podocyty (231). V nízkých koncentracích se exprimuje v urogenitálním a centrálním 
nervovém systému, a také v lymfatických uzlinách a slezině (228). Velmi malé množství 
tohoto proteinu bylo zjištěno také v CD34+ populaci kmenových buněk kostní dřeně (134).  
WT1 ovlivňuje transkripci různých genů, jejichž produkty jsou zapojeny  
do proliferace a metabolismu buněk. Uplatňuje se také při regulaci syntézy různých 
transkripčních a růstových faktorů a komponent extracelulární matrix (363) (138). Zdá se, 
že protein WT1 zasahuje i do regulace apoptózy. Na jedné straně stimuluje transkripci pro-
apoptického genu BAK (238), na straně druhé snižuje množství receptorů různých 
růstových faktorů (např. EGFR), čímž napomáhá nasměrování k buněčné smrti (227,363). 
Výběr nejznámějších, účinkem WT1 regulovaných proteinů je uveden v Tabulce 3.3.1.




Tabulka 3.3.1 Výběr proteinů, jejichž transkripce je regulována proteinem WT1   
(převzato a upraveno z (363) 
 
Cílové proteiny Vliv WT1 Reference 
Růstové 
faktory 
Amfiregulin aktivace  (187) 
CSF1 represe  (124) 
IGF II aktivace/ 
represe 
 (78,252,345)  
PDGF represe/ 
aktivace 
 (102,343,344)  
TGFbeta represe  (72)  
Receptory Androgenní 
receptor 
represe  (370)  
EPGF-R represe  (85,227) 
IR represe  (11,227)  
IGF1-R represe  (348,349) 
Transkripční 
faktory 
c-Myb represe  (222) 
c-Myc aktivace/ 
represe 
 (117,129,333)  
Cyklin E represe  (196) 
Cyklin G1, 
IGFBP-4 
aktivace  (340)  
Pax-2 represe  (292) 
Enzymy Lidská telomeráza represe  (255) 
Dekarboxyláza 
ornitinu 
represe  (189,240)  
Extracelulární 
matrix 
Kadherin E nárůst  (135) 
Trombospondin-1 represe  (71) 




Erytropoetin aktivace  (67) 
 
CSF -  colonie stimulující faktor; IGF - inzulinový růstový faktor; PDGF - růstový faktor z destiček;   
TGF - transformující růstový faktor; EGF-R - receptor pro epidermální růstový faktor; IR - inzulínový 
receptor; IGF-R - receptor pro IGF; Wnt-4 -  protein nezbytný v emryogenezi pro vývoj urogenitálniho traktu 
u žen; Bcl-2 - anti-apoptická signální molekula 




Uvedené funkce proteinu WT1 jsou ovlivňovány odlišnými faktory. Patří mezi ně 
rozmanité alternativní sestřihy jeho mRNA. Kombinací alternativních exonů (např. exon 5 
a alternativní exon 1a s jeho vlastním promotorem), alternativních START kodonů, 
alternativních sestřihových míst a RNA editingu může teoreticky vzniknout kolem  
36 různých proteinů (133). U obratlovců je evolučně konzervován alternativní sestřih 
probíhající na 9. exonu. Vede k vyštěpení 9 nukleotidů, kódujících aminokyseliny lysin, 
treonin a serin (KTS) (231). Za normálních podmínek je poměr exprese KTS+/KTS- 2:1 
(116). Izoformy proteinu WT1 bez KTS inzertu se mohou vázat na DNA v místech 
bohatých na GC nebo TCC a působit jako aktivátory nebo represory transkripce (186). 
Naopak, pokud nedojde k vyštěpení této oblasti, poruší se požadovaný rozestup mezi 3.  
a 4. zinkovým prstem a schopnost vazby proteinu WT1 na DNA se snižuje (278). Zjistilo 
se, že protein WT1 je navázán na cytoskelet buňky přes interakci s β-aktinem, což 
umožňuje oběma izoformám (KTS+ a KTS-) přecházet z jádra do cytoplazmy a zde se 
vázat na polyzomy (231). 
Další, hojně se vyskytující alternativní sestřih pre-mRNA WT1 se soustřeďuje do  
5. exonu, kde se může vyštěpit fragment o velikosti 17 aminokyselin. Dle přítomnosti, 
resp. nepřítomnosti obou uvedených vyštěpených míst nejčastěji vznikají 4 izoformy WT1 
označené A, B, C, D nebo (-,-); (+,-); (-,+); (+,+) (138,363).  
Protein WT1 podléhá posttranslačním modifikacím jako fosforylace, ubikvitinace  
a sumoylace (138). Jejich působení na odlišné funkce tohoto proteinu nejsou úplně známé. 
Ví se, že pokud dojde k fosforylaci (proteinkinázou A nebo C) serinu na druhém  
(365. aminokyselina) a třetím (393. aminokyselina) zinkovém prstu proteinu WT1  
(Obrázek 3.3.1), tento se nemůže vázat na DNA. Jelikož se tímto snižuje translokace 
proteinu do jádra, zůstává zadržován v cytoplazmě buněk (295).  
 
 3.3.1.2 WT1 a karcinogeneze 
 
Ve většině solidních nádorů byla detekována výrazná exprese proteinu WT1, i když 
v původních normálních buňkách není tento protein vůbec přítomen. Jedná se například  
o nádor plic, prsu, hlavy a krku, dále kolorektální adenokarcinom, nádor pankreatu, apod. 
(256).  
WT1 je ambivalentní protein. V závislosti na kontextu nádorových buněk jednou 
vystupuje jako onkoprotein, jindy jako tumor-supresorový protein (138).  




Jelikož se výrazně zvýší jeho exprese uvnitř leukemických buněk v porovnání  
s normálními buňkami kostní dřeně, hraje zde roli onkoproteinu. Množství proteinu WT1 
je odlišné v různých typech leukemií. Pro CML v chronické fázi je charakteristická nízká 
koncentrace tohoto proteinu. Přechodem do fáze akcelerace a v blastické krizi nemoci se 
hladina proteinu zvyšuje (229,232). Výrazná exprese proteinu WT1 se zjistila také  
při akutních lymfoblastických i myeloblastických leukemiích a u některých forem MDS 
(325). Nadměrné množství onkoproteinu WT1 při výše uvedených nemocech znamená 
špatnou prognózu a je spojeno s nízkou odpovědí na standardní chemoterapii  
i imunoterapii (15,50,363).  
V jiných typech karcinomů se objevují nefunkční nebo funkčně modifikované formy 
proteinu WT1, které vznikají v důsledku různých genetických mutací. V těchto případech 
se WT1 chová jako nádorem pozměněný tumor-supresorový protein (138). Mutované 
formy tohoto proteinu byly nalezeny v leukemických buňkách přibližně 10-15% pacientů  
s AML. Nejčastěji se jednalo o bodové mutace, a to inzerce nukleotidů do exonu 1 a 7  
a nonsense mutace v exonu 9 (159). Jiným příkladem je Wilmsův tumor ledvin, ve kterém 
byl protein WT1 objeven a pojmenován. Delece a intragenové mutace WT1 genu byly 
objeveny u cca 15% nemocných. Nicméně většina pacientů s Wilmsovým tumorem 
exprimuje divoký typ tohoto proteinu, někdy ve zvýšené míře (363). 
 
 3.3.1.3 WT1 jako imunogen 
 
I když je WT1 autologní protein, jedná se o výborný imunogen. Ukázalo se, že 
transfekce WT1 antisense oligonukleotidy způsobí inhibici růstu leukemických buněk  
i buněk solidních nádorů. Ztráta exprese tohoto proteinu vede k přerušení proliferace nebo 
k smrti nádorových buněk. Naopak vysoká hladina proteinu WT1 v kmenových buňkách 
kostní dřeně má silnou afinitu k vývoji leukémií (338). V důsledku důležitosti pro udržení 
transformovaného fenotypu a stability exprese v různých nádorových buňkách je tento 
autologní protein považován za slibný terčový antigen pro imunoterapii nádorů (74,363).  
U některých zdravých osob spontánně vzniká protilátková i buněčná imunita, která je 
signifikantně zvýšená u pacientů s WT1+ nádory. Byla prokázána indukce anti-WT1 
protilátek typu IgG i IgM a především navození WT1-specifické T-buněčné imunitní 
odpovědi u onkologických pacientů (256,338). Zjistilo se, že WT1-specifické CTL mohou 
likvidovat nádorové buňky, přičemž tolerují normální WT1+ buňky (76,99).  




Existuje několik teorií, proč je tomu tak. Dle první hypotézy je množství proteinu 
WT1 ve zdravých buňkách příliš nízké na rozpoznání těmito imunitními buňkami. Tedy 
jen buňky s nadměrnou expresí proteinu WT1 se mohou stát cílem slabě afinních  
WT1-specifických CTL. Druhé vysvětlení souvisí s prezentací a zpracováním TA.  
V porovnání s nádorovými buňkami mají normální WT1+ buňky minimální, téměř žádné 
zpracování proteinu WT1, co má za následek omezenou prezentaci epitopů WT1 proteinu 
přes MHC molekuly I. třídy (338).  
V proteinu WT1 byly detekovány CTL epitopy prezentované MHC molekulami  
I. třídy i epitopy specifické pro MHC molekuly II. třídy, které stimulují neméně podstatné 
CD4+ Th-lymfocyty. Objevené epitopy (Tabulka 3.5.4) se začaly hojně využívat k terapii 
WT1+ nádorů, převážně ve formě peptidových vakcín (kapitola 3.5.1.3). 
 
 3.2.2 BCR-ABL, fúzní onkoprotein chronické myeloidní leukémie 
(CML)  
 
CML je zhoubné onemocnění hematopoetického systému. Pro většinu nemocných 
je charakteristická přítomnost tzv. Filadelfského chromozomu. Vzniká reciproční 
translokací mezi dvěma chromozomy. Z 9. chromozomu je přenesen gen Abl (Abelson 
murine leukemia viral oncogene homolog), který se spojí s genem Bcr (Breakpoint cluster 
region) lokalizovaným na 22. chromozomu (290). Výsledkem je fúzní gen bcr-abl a jeho 
produkt, protein BCR-ABL, který hraje klíčovou roli v patogenezi nemoci (253).  
Jelikož je translokace t(9;22)(q34;q11) reciproční, na 9. chromozomu se vytvoří 
gen pro fúzní protein ABL-BCR. Jeho úloha v rozvoji CML není známa. Není exprimován 
u 1/3 pacientů. Zdá se, že nemá podstatný význam v progresi tohoto onemocnění (226).  
Podle místa zlomu v genu pro Bcr se generuje fúzní protein BCR-ABL o různé 
molekulové hmotnosti: 190, 210 a 230 kDa. Nejčastějšími formami tohoto genu jsou  
b3a2 (e14a2) a b2a2 (a13a2). Vedou k tvorbě fúzního proteinu BCR-ABL o hmotnosti  
210 kDa (p210
BCR-ABL
), se kterým jsme pracovali i my.   
Fúzní protein BCR-ABL sestává z několika domén (Obrázek 3.3.2.A). 
Oligomerizační doména na N-konci BCR částí fúzního proteinu BCR-ABL umožňuje 
tvorbu homotetramerů, a tím aktivaci SH1 domény (301). Za ní je důležitá oblast vážící 
SH2 doménu adaptorového proteinu Grb-2, který aktivuje signální dráhu RAS (284,301). 
Pro jeho funkci je zásadní tyrozin na pozici 177. Pokud BCR-ABL chybí tato oblast, 




dochází k výraznému zmírnění projevů nádorového onemocnění u myší (64). Posledním 
úsekem BCR části fuzního proteinu je doména, která je podobná GEF (Guanine nucleotide 
exchange factor) doméně onkoproteinů Dbl. Prostřednictvím interakce s proteiny Rho se 
pravděpodobně podílí na přestavbě cytoskeletu (54). Ve fúzním proteinu pak následuje 
SH3 doména. Z různých studií se ukázalo, že se jedná o negativní regulátor kinázové 
aktivity SH1 domény (284,339). Další je SH2 doména, potřebná při navození nezávislosti 
na růstových faktorech (301). V rámci BCR-ABL interaguje s SH2 vazebnou doménou  
na N-konci BCR (216). Po těchto dvou doménách následuje nejdůležitější část, 
zodpovědná za onkogenní potenciál tohoto proteinu. Jedná se o SH1 doménu s funkcí 
tyrozinové kinázy. Oproti normální ABL je její aktivita abnormálně vysoká (170,284).  
Pak je na fúzním proteinu vazebné místo pro adaptorové proteiny Crk a Crk-like, které 
jsou součástí různých signálních drah. Jedná se o oblast důležitou pro nádorovou 
transformaci (305). C-konec BCR-ABL sestává ze 3 jaderných lokalizačních signálů 
(NLS; nuclear localization signal), exportního signálu z jádra, DNA vazebné domény a 
aktin vazebné domény (276). Poslední jmenovaná umožňuje interakci fúzního proteinu  
s cytoskeletem přes F-aktinová vlákna. Delece tohoto místa snižuje onkogenní potenciál 
BCR-ABL (216).  
 
Obrázek 3.3.2 Struktura BCR-ABL (A) (313) a dopad vlivu BCR-ABL na signální 

















Aktivita fúzního proteinu BCR-ABL zasahuje do různých signálních drah  
a způsobuje jejich deregulaci (Obrázek 3.3.2.B). Jde o dráhy ovlivňující adhezi a 
proliferaci buněk, jejich závislost na růstových faktorech nebo přežívání a buněčný cyklus 
(73,230). Působení tohoto proteinu je tedy nezbytné pro navození a udržení 
transformovaného fenotypu nádorové buňky.  
V místě spoje fuzního proteinu BCR-ABL b3a2 se objevuje nová aminokyselina 
lyzin, čímž vzniká unikátní sekvence, která se nevyskytuje v žádném jiném proteinu. 
Zjistilo se, že degradace BCR-ABL probíhá v proteazomech, což umožní prezentaci jejích 
epitopů v komplexu s MHC molekulami I. a II. třídy na povrchu nádorových buněk 
(25,48,372). Ze studií na myších se ukázalo, že imunizace pomocí peptidů odvozených  
ze spojové oblasti BCR-ABL nebo DC stimulovaných těmito peptidy může navodit 
protekci a následně zabránit růstu BCR-ABL+ nádorových buněk in vitro (70,126,163). 
Specifická imunitní odpověď proti BCR-ABL byla detekována u pacientů s CML  
po imunizaci obdobnými vakcínami (98,112,368). To vedlo k předpokladu, že imunizace  
s vakcínami exprimujícimi různé peptidy ze spojové oblasti BCR-ABL nebo těmito 
peptidy samotnými může vyvolat silnou odpověď CTL.  Analýza však ukázala, že protein 
BCR-ABL je nedostatečně imunogenní, neboť jím vyvolaná imunitní odpověď nestačí 
k potlačení projevu nemoci (111).  
Nejúčinnějšími terapeutiky pro CML jsou inhibitory tyrozin-kinázové aktivity 
proteinu BCR-ABL (imatinib, nilotinib, dasatinib). Zamezují správné konformaci enzymu 
tím, že blokují vazebné místo pro ATP. Nevedou k vyléčení, ale zabraňují manifestaci 
onemocnění. Pacienti musí tento lék brát pravidelně a bez přestávky, proto se hledají další 
možnosti v imunoterapii CML. Pozornost se upíná hlavně na antigeny asociované  
s leukémií (LAA; leukemia associated antigens) jako WT1, PRAME, proteináza 3 (PR3), 
survivin a další. U pacientů byly identifikovány aktivované LAA-specifické T-lymfocyty. 
Tato imunoterapie by měla být doplňkem klasické, výše popsané léčby. 
 
 3.2.3 Virové onkoproteiny E6 a E7 lidského papilomaviru HPV 16 
 
 Cervikální karcinom je onemocnění spojené hlavně s infekcí lidským 
papilomavirem typu HPV16 a HPV18. V současnosti existují dvě profylaktické vakcíny  
na bázi VLP vhodné jako prevence (kapitola 3.5.1.4). Zájem je proto soustředěn na léčbu 
již infikovaných osob především pomocí různých terapeutických vakcín. Zaměřují se na 




vyvolání TA-specifických CTL (55). Za vznik transformovaného fenotypu buněk 
infikovaných HPV16 jsou zodpovědné virové onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7, které 
zasahují do regulace buněčného cyklu a imunitní odpovědi proti viru. 
 HPV16-E6 se váže na tumor-supresorový protein p53 a způsobuje jeho 
proteazomální degradaci a inaktivaci (97). V zdravých buňkách je hladina p53 hodně 
nízká. Aktivuje se při stresových situacích buňky. V závislosti na míře poškození DNA 
rozhoduje mezi její opravou, zablokováním buňky v G0 fázi a apoptózou (245).  
V přítomnosti virového proteinu HPV16-E6 se hromaděním mediátoru poškození DNA 
(MDM2; mediator of DNA damage 2) zvýší koncentrace p53. V normálních buňkách 
zprostředkuje MDM2 proteazomální degradaci p53 (82). Pokles množství p53 
prostřednictvím virového HPV16-E6 probíhá skrze trimerický komplex: HPV16-E6, 
protein asociovaný s E6 (E6AP) a p53. E6AP má funkci jako ubikvitin-ligáza. Označení 
p53 ubikvitinem znamená jeho nasměrování do proteazomu (97).  
 HPV16-E7 se váže na retinoblastomový protein (Rb) a moduluje transkripční faktor 
E2F. Za normálních podmínek je buněčný protein Rb aktivován fosforylací pomocí cyklin 
D1/cyklin-dependentní kinázy (CDK) 4. Tím se uvolní z komplexu s transkripčním 
faktorem E2F, který umožní vstup buňky z G1 do S-fáze buněčného cyklu (97,242). Vazba 
HPV16-E7 na hyposforylovaný Rb zabrání jeho interakci s E2F. Tím se uvolní kontrolní 
bod G1/S a buňka podléhá nekontrolované proliferaci (97). Podobně jako HPV16-E6  
i HPV16-E7 může vést k degradaci Rb prostřednictvím ubikvitin-proteazomového 
mechanizmu (32). HPV16-E6 i HPV16-E7 interagují také s různými proteiny  
v apoptických dráhách nebo regulujících transkripci různých genů. Důsledkem vlivu 
HPV16-E6 a HPV16-E7 dochází k poškození DNA, nestabilitě chromozomů a jiným 
abnormalitám, které vedou k nekontrolované proliferaci a vzniku tumoru. Mnohé studie 
ukázaly, že každý z těchto proteinů je sám o sobě schopný způsobit transformaci buněk  
in vitro, ale v podmínkách in vivo je na vznik nádoru potřebný účinek obou (97). Jelikož 
HPV16-E6 a HPV16-E7 jsou nezbytné pro navození i udržení transformovaného fenotypu, 
jsou považovány za TA, které mohou být využity v terapii cervikálního karcinomu.  
Byly uskutečněny studie s DNA, buněčnými (DC), peptidovými/proteinovými i virovými 
vakcínami, které vedly ke slibným výsledkům (156,166,190,239,298,347).  
 HPV16-E7 je příkladem TA, který je sám o sobě slabě imunogenní. V této práci byl 
použit rekombinantní protein SigE7LAMP. Sestává ze sekvence proteinu HPV16-E7 a  
z membránového proteinu typu 1 asociovaného s lysozomy (LAMP-1; lysosomal-
associated membrane protein). Součástí fúzního genu jsou signální sekvence (Sig) a 




cytoplazmatická C-koncová doména LAMP-1, která je zodpovědná za nasměrování do 
lysozomů (45,355). V lysozomech a endozomech APC jsou zpracovávány různé antigeny 
na peptidy, které vytvoří komplex s MHC molekulami I. anebo II. třídy a mohou být 
prezentovány na povrchu APC. Tento proces umožní stimulaci HPV16-E7-specifických 
CTL i pomocných CD4+ Th-lymfocytů (131). Z různých studií se ukázalo, že fúze TA 
HPV16-E7 s transmembránovou/cytoplazmatickou části LAMP-1 opravdu vedla  
k intenzivnější prezentaci daného peptidu přes MHC molekuly obou tříd na povrchu APC, 
a tím k zlepšení imunogenního potenciálu daného TA (150,361). 
 
 
 3.4 Terapie nádorů 
 
V onkologii se při léčbě nádorů používá především kombinace 3 hlavních přístupů: 
chemoterapie, radioterapie a chirurgie. Chemoterapie a radioterapie představují léčbu 
cytotoxickou. Dochází k redukci velikosti nádoru, kdy nádorové buňky jsou likvidovány 
v důsledku apoptózy. 
Některá chemoterapeutika (antracyklin, oxaliplatin) navozují tzv. imunogenní 
apoptózu nádorových buněk (ICD; imunogenic cell death). ICD se od klasické, 
neimunogenní apoptózy odlišuje 3 základními mechanizmy: (a) prezentací kalretikulinu 
(CRT; calreticulin) a jiných proteinů endoplazmatického retikula (ER) na povrchu 
nádorové buňky; (b) sekrecí ATP; (c) uvolňováním nehistonového chromatinového 
proteinu HMGB1 (high-mobility group box 1) (177). CRT, HGMB1 a ATP interagují 
s receptory CD91, TLR4 a P2RX7 (ionotropic purinergic receptors), které jsou 
exprimovány DC. Díky tomu jsou zbytky nádorových buněk po apoptóze pohlceny DC,  
ve kterých dochází k procesování a prezentaci TA a k produkci IL-1β. Produkce IL-1β DC 
vede k stimulaci protinádorových CTL produkujících IFNγ (104).   
Radioterapie částečně zvyšuje citlivost nádorových buněk k CTL. Zjistilo se, že 
ozáření v závislosti na velikosti dávky indukuje zvýšení exprese MHC molekul I. třídy 
v nádorových buněčných liniích melanomu (283).  
U značného procenta pacientů vedou klasické přístupy k úplnému vyléčení. Jsou však 
doprovázeny celou řadou problémů, jako nízká účinnost při léčbě nádoru v pokročilém 
stádiu. Častou komplikací klasické terapie bývá výskyt rezistentních nádorových buněk, 
které mnohou později vyvolat nové „nastartování“ tumorogeneze (minimální reziduální 




nemoc neboli MRD; minimal residual disease). V posledních dvou dekádách neustále 
přibývají poznatky z oblasti molekulárních a buněčných mechanizmů imunitní odpovědi. 
Otevřely dveře k doplnění klasických přístupů o inovativní a velice slibný typ 
protinádorové léčby tzv. imunoterapii (28,225). 
 
 3.4.1 Imunoterapie nádorů 
  
 Imunoterapie využívá imunitní procesy k cílenému zaměření léčiva do místa nádoru 
a tím částečně zmírňuje nežádoucí vedlejší účinky na zdravé tkáně, které bývají častým 
doprovodným jevem klasické protinádorové terapie. Zdá se být velkou nadějí i  
pro pacienty s MRD.    
Podle mechanizmu účinku se rozlišují dva typy imunoterapie na pasivní a aktivní. 
Pasivní imunoterapie se zaměřuje na posílení imunitního systému pacienta. V klinické 
praxi se používají zejména monoklonální protilátky (mAb; monoclonal antibody). 
Připravují se ex vivo. Jiným příkladem je adoptivní imunoterapie používaná při léčbě 
melanomu (139). Z pacienta jsou izolovány lymfocyty, následně stimulovány imunogenem 
(především TA) in vitro a pak podány zpět pacientovi (69).     
Cílem aktivní imunoterapie je buď povzbuzení celkové protinádorové imunity, 
která je u onkologických pacientů suprimována (nespecifická imunoterapie) nebo 
stimulace složek imunitního systému pacienta specificky proti TA (specifická 
imunoterapie).  
Nespecifická imunoterapie je založená na podávání extraktů, resp. částí 
patogenních mikroorganizmů nebo různých rekombinantních cytokinů. Už v roce 1891 
chirurg William Coley úspěšně léčil sarkomy pacientů intratumorálním podáním extraktu 
z inaktivovaných bakterií Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens (19,60,225).  
O mnoho později se ukázaly jako vhodné pro léčbu nádoru i extrakty z jiných bakterií, 
především Mycobacterium bovis, Listeria monocytogenes a Corynebacterium parvum 
(19,28,225). Používají se také různé produkty bakterií, např. rekombinantně upravený 
adenylátcyklázový toxin, resp. toxoid (rCyaA), produkovaný bakterií Bordetella pertusis, 
který byl úspěšně použit i v naší laboratoři (207).  
Z klinických studií z posledních let se ukazuje jako nejúčinnější pro terapii nádorů 
kombinace imunoterapie s klasickými přístupy. Pro posílení buněčných mechanizmů 
imunity se v klinické praxi v posledních letech prosazují rekombinantí cytokiny 




v kombinaci s chemoterapií nebo radioterapií. Vedou k nespecifické aktivaci celé řady 
efektorových buněk. Při terapii adenokarcinomu ledvin a u maligních melanomů našel 
uplatnění IL-2 (83), při léčbě hematologických malignit nebo solidních nádorů (např. 
nádorů prostaty) zase GM-CSF (5,100,261). Jelikož je při vysokých dávkách cytokinů 
jejich protinádorový účinek provázen závažnými nežádoucími účinky (symptomy 
nachlazení, celková vyčerpanost, horečky apod.), pacient musí být pod stálou kontrolou 
(web 1).  
Při specifické imunoterapii se využívají různé typy protinádorových vakcín  
(kapitola 3.5). Často jsou kombinovány s tzv. adjuvants, tj. s jinými substancemi nebo 
buňkami, které nespecificky stimulují IS.  
V současnosti se jako adjuvants osvědčilo používání agonistů TLR. Tyto látky 
indukují maturaci nezralých DC na zralé a stimulují je pro expresi kostimulačních molekul, 
jako CD40, CD80 a CD86, nezbytných pro aktivaci protinádorových CTL. Další výhodou 
je jejich schopnost navodit sekreci cytokinů IL-12, IFNα a IFNγ, napomáhajících  
při diferenciaci na CTL nebo CD4+ pomocné T-lymfocyty (144,367). 
Nejznámější TLR, užívané jako adjuvants, jsou oligodeoxynukleotidy obsahující 
jeden nebo více nemetylovaných CpG dinukleotidů (CpG ODN;  
CpG oligodeoxynucleotides), které byly v nemalé míře využity i pro tuto práci. Jejich 
adjuvantní aktivita je založená na jejich schopnosti přímo aktivovat lidské B-lymfocyty  
a plasmacytoidní DC pomocí TLR9 (21). CpG ODN nepřímo podporují maturaci a 
proliferaci NK-buněk, T-lymfocytů a monocytů/makrofágů. Usnadňují také indukci 
paměťové imunity (26). Z experimentálních a klinických studií vyplynulo, že užívání  
CpG ODN jako adjuvants zvyšuje účinnost vakcín namířených proti infekčním 
onemocněním nebo nádorům. I když byla jejich bezpečnost v prvním typu vakcín 
jednoznačně prokázána, v případě vakcín v protinádorové terapii je potřeba ještě dalších 
testů (26).  
 
 3.5 Protinádorové vakcíny  
 
 Protinádorové vakcíny můžeme rozdělit na dva základní typy, profylaktické  
a terapeutické. Cílem profylaktických vakcín, nazývaných také preventivní, je indukce 
paměťových T-buněk, které zabezpečí dlouhodobou protekci jedince při opakovaném 
střetu s patogenem. V současnosti se úspěšně používají na prevenci karcinomů vyvolaných 




známými typy etiologických agens. Jedná se o dvě vakcíny. První je namířená na indukci 
protektivní imunity proti různým typům HPV, který je příčinou cervikálních, análních a 
jiných nádorů. Druhá navozuje imunitu proti viru hepatitidy B (HBV). Ten může vést  
k chronické infekci a vyústit v hepatocelulární karcinom. Obě vakcíny jsou zkonstruovány 
jako VLP vakcíny (kapitola 3.5.1.4). 
 Značně problematický vývoj terapeutických vakcín se zaměřuje na léčbu již 
existujícího nádorového onemocnění. Jsou založené na prezentaci odlišných molekul na 
povrchu nádorové buňky v porovnání s normální buňkou. Naráží na dvě základní potíže – 
nízká imunogennost TA plynoucí z autologního původu nádorové buňky a funkci 
mechanizmů úniku nádoru před imunitním dozorem. Hlavním úkolem terapeutických 
vakcín je zabezpečení aktivace a dlouhodobého trvání nejvýznamnější složky 




 3.5.1 Typy protinádorových vakcín    
 
 V experimentální a klinické imunoterapii nádorů se v současnosti používají různé 
typy vakcín, jejichž přehled je uveden v Tabulce 3.5.1.Jsou založeny na použití vektorů ( 
Tabulka 3.5.2), které zabezpečí transfer požadovaného genu do cílových buněk organizmu 
(29,113). Při výběru vhodného vektoru je nutné vzít v úvahu několik důležitých parametrů. 
V první řadě stabilitu vektoru, co nejjednodušší a nejlevnější manipulace s vektorem, jeho 
immunogennost, bezpečnost a způsob uskladnění, vliv aplikace, schopnost replikace pouze 
v cílových buňkách a jejich dostupnost. V praxi je třeba si vybrat vektor nejvhodnější pro 
daný typ imunizace (29). 
V následujících podkapitolách literárního přehledu jsem se zaměřila na popis 
virových vakcín na bázi viru vakcinie (VACV vakcíny), DNA vakcín, peptidových vakcín 
a vakcín na bázi partikulí podobných myšímu polyomaviru (MPyV-VLP), jejichž účinnost 






Tabulka 3.5.1 Typy protinádorových terapeutických vakcín (17,36,141,268,358,362,366) 
Typ vakcíny Podskupiny Základní charakteristika Výhody Nevýhody Způsob aplikace 
Peptidové 
vakcíny 
    - 
→ peptidy odvozené z TAA nebo  
     TSA nesoucí epitopy pro CTL 
→ jednodušší příprava 
→ bezpečnost, stabilita 
→ efektivní indukce T-buněčné imunitní odpovědi 
→ omezený okruh pacientů dle subtypu HLA molekuly  
      prezentující daný epitop 
→ možnost navození tolerance prezentací přes MHC na jiných  
     buňkách než APC 
→ rychlá degradace peptidázami v tkáních a sérech 
→ nutnost aplikace společně s adjuvants (TLR, KLH, IFA) 
→ i.p., i.d.   




→ proteiny tvorícíTAA nebo TSA   
→ soubor vícero epitopů    
     rozpoznávaných CD4+ a/nebo  
     CD8+ T-lymfocyty 
→ pro neomezený okruh pacientů  
     (bez limitace HLA subtypů)  
→ aktivaci buněčné a/nebo humorální imunitní     
     odpovědi 
→ rychlá degradace proteázami v tkáních a sérech → i.p., i.d 
VLP 
→ antigenní proteinové struktury,         
     které napodobňují strukturu virové   
     partukuly 
→ zachovávají téměř nativní  
     konformační epitopy 
→ zacílené přímo do APC 
→ vysoká imunogennost při nízkých dávkách 
→ relativně levné 




→ příprava ex vivo z autologních  
     (z vlastních nádorových buněk      
     pacienta) nebo alogenních 
    (z nádorových buněk z jiného  
    pacienta se stejným typem nádoru)  
    linií nádorových buněk 
→ aplikace inaktivovaných  
    (cytostatiky, ozářením aj.) anebo  
    lyzovaných buněk 
→ komplex antigenů → složitost přípravy 
→ cena 
→ s.c. , i.d. 
APC prezentující 
TAA nebo TSA 
(hlavně DC) 
→ příprava → in vitro nebo ex vivo 
→ DC aktivované lyzáty nádorových  
     buněk nebo TAA či TSA nebo  
     transfekované mRNA  
     z nádorových buněk 
→ po cytokíny ovlivněné maturaci a   
     kultivaci APC aplikovány do  
     pacienta 
→ přímá aktivace T- i B-buněčné imunity  
     prostřednictvím: 
a)  TA epitopů prezentovaných molekulami MHC I. 
a II. třídy na povrchu těchto APC 
b)  kostimulačních molekul CD80, CD86, CD83 
→ potřeba velkého množství APC 
→ relativně krátká životnost APC, resp. DC (24-48 hod) 
→ relativně nízké množství APC schopné dosáhnut lymfatické  
     uzliny pro aktivace T-buněčné imunitní odpovědi 
→ s.c. , i.d. 
Buněčné hybridy 
→ vznik fúzí DC s nádorovými  
     buňkami 
→ vyšší účinnost při nižších dávkách porovnaní se  
     samotnými DC 
→ vede k regresi tumoru 
 
 





Typ vakcíny Podskupiny Základní charakteristika Výhody Nevýhody Způsob aplikace 
DNA vakcíny  - 
→ vnesen gen pro celý TAA, TSA   
     nebo jeho epitop(y) specifické pro  
    T- a B-buňky, běžně společně  
    s genem pro imunostimulační faktor 
→ relativně jednoduchá konstrukce 
→ relativně rychle absorbovány a procesovány APC 
→ relativně vysoká cena → i.m., i.d  
     genovou pistolí  
     nebo tetováním 
RNA vakcíny - 
→ mRNA kódující TA připravená  
     in vitro 
→ obsahuje čepičku, na 5' konci ORF,   
     UTR, START a STOP kodon, na  
     3' konci UTR a poly(A) 
→ bezpečné, bez integrace do genomu hostitelské  
     buňky 
→ schopnost stimulace buněčné i humorální imunitní  
     odpovědi 
→ lehká degradace a těžší manipulace než s DNA → i.d. genovou  
     pistolí 
→ může se použit  
     na stimulaci  









→ vznik → gen pro TAA, TSA nebo  
     imunostimulační faktor vnesen do  
     bakteriálního, kvasinkového nebo    
     rostlinného genomu 
→ stimulace především slizniční imunitní odpovědi 
→ jednoduchá aplikace 
→ možnost obnovení virulence 
→ nízká stabilita rekombinantního fenotypu 
→ nízká imunogennost v důsledku nesprávné konformace  
     exprimovaného TA 
→ nedostatek enzymů potřebných pro post-translační modifikace  
     vloženého TA 
→ imunitní faktory hostitele (HLA subtyp) 







→ jednoduchá manipulace 
→ nenáročnost na složení růstového média 
→ možnost post-translačních úprav vyžadovaných pro  
     mnohé lidské proteiny 
→ efektivní indukce humorální i buněčné imunitní  
     odpovědi (CD4+ Th-lymfocyty i CTL)  
→ přítomnost aktivních proteaz, které mohou degradovat  




→ biologická bezpečnost 
→ jednoduchá kultivace 
→ nízká cena produkce 
→ relativně rychlé namnožení 
→ jednoduchá genetická manipulace 
→ efektivní indické imunitní odpovědi 
→ bezpečnější a levnější alternativa produkce Abs 
→ drahá a problematická purifikace (vliv polyfenolů, alkaloidů a  
     jiných sekundárních metabolitů) 
→ vyšší dávka vede k imunotoleranci 
→ s.c. , i.d., i.m. ,  
     perorálně,  
     intranasální  




RNA a DNA viry 
→ vložení cílových genů do míst  
     neesenciálních virových genů 
→ delece genů zodpovědných za  
     patogenitu 
→ přímý transport vloženého genu do cílové buňky a  
     jeho následná realizace  
→ možnost obnovení patogenity, tj. dokončení replikačního cyklu  
     do fáze tvorby a uvolnění infekčních virionu 
→ tropizmus 
→ i.p., i.d. 
 
TA = nádorové antigeny; TAA = antigen asociovaný s nádorem; TSA = antigen specifický pro nádor; CTL = cytotoxické T-lymfocyty; Th = pomocné T-buňky (lymfocyty); HLA = Human Leukocyte Antigen;  
MHC = hlavní histokompatibilní komplex; APC = antigen prezentující buňky; DC = dendritické buňky; TLR = toll-like receptor; KLH = Keyhole limpet hemocyanin; IFA = nekompletní Freundovo adjuvants;  
VLP = částice (partikule) podobné virům; ORF = otevřený čtecí rámec; UTR = netranslatovaný region; poly(A) = poly-adenylační signál; Ab = protilátka(y); i.p. = intraperitoneálně; i.d. = intradermálně; 




Tabulka 3.5.2 Vektory používané při genové terapii (29,161)  













immuogennost bezpečnost účinnost 

















































































fúze membrán  ne přechodná vysoká střední vysoká 
 AAV = adenoasociovaný virus; VACV = virus vakcínie; APC = antigen prezentující buňky 
 









 3.5.1.1 Virové vakcíny na bázi viru vakcinie 
 
 V experimentálních a klinických studiích jsou v nádorové imunoterapii hojně 
využívány rekombinantní virové vakcíny (Obrázek 3.5.1). Jejich výhody spočívají 
ve schopnosti přirozeně stimulovat imunitní systém hostitele a účinně přenášet gen  
do cílových buněk, kde zabezpečí jeho expresi (29).   
 
Obrázek 3.5.1 Virové vektory v současnosti používané v genové terapii v klinických 












Mezi hojně užívané virové vakcíny patří VACV vakcíny. Díky poznatkům 
získaným při jejich rozsáhlém využití na imunizaci proti pravým neštovicím se jedná  
o nejlépe charakterizované virové vakcíny.  
VACV se řadí do čeledě Poxviridae. Jedná se o poměrně veliké viry (300x240x120 
nm), rozeznatelné i ve světelném mikroskopu (114). Součástí virionu je komplex vnitřních 
struktur, který se skládá z bikonkávní dřeně („core“) a dvou laterálních tělísek obalených 
membránou (Obrázek 3.5.2). Dřeň chrání genom viru, tvořený lineární kovalentně 
uzavřenou dvouvláknovou (ds) DNA o velikosti 186 kbp. Obsahuje obrácené terminální 
repetice, bohaté na A/T páry a tvořící vlásenkové smyčky (123).  













Existují dvě formy infekčního virionu VACV: základní, tj. intracelulární zralý 
virion (IMV; intracellular mature virion) a obalený virion (EEV; external enveloped 
virion), tj. IMV obalený membránou. Jelikož se EEV liší od IMV další membránovou 
vrstvou, která obsahuje několik nových virových glykoproteinů, mají odlišné mechanizmy 
vstupu do buňky a způsob šíření uvnitř i mezi hostiteli (113). Pro každou z těchto forem 
virionu jsou specifické jiné neutralizační protilátky (331).  
Obrovským přínosem využití VACV jako vakcíny, resp. vektoru, je relativně rychlé 
namnožení VACV do vysokých titrů a stabilita virových partikulí. Dají se uchovávat 
zamražené v tekutém nebo lyofilizovaném stavu poměrně dlouhou dobu bez ztráty 
infekčnosti (306). Mnohé výhody spočívají i ve výše popsané struktuře virionu a  
ve velikosti a uspořádání virového genomu. Podobně jako u ostatních poxvirů i u VACV 
jsou geny kódující esenciální proteiny lokalizovány ve vysoko konzervované centrální 
části genomu a geny kódující proteiny nepotřebné pro replikační cyklus viru jsou umístěny 
v koncových částech. Díky tomu jsou VACV geneticky stabilní (123).  
Neesenciální geny a geny zodpovědné za virulenci se dají standardními molekulárními 
technikami vyštěpit a nahradit poměrně velkými polynukleotidovými inzerty (>25 kbp) 
(314). Výsledkem takové genové manipulace je méně patogenní, avšak pořád imunogenní 
virus schopný replikace a exprese přenášené genetické informace (123,341). 
Syntéza virových mRNA probíhá v kaskádě pod kontrolou VACV specifických 
promotorů (241). Načasování a délku exprese transgenu je možné relativně jednoduše 
ovlivnit vložením tohoto genu za vhodný VACV promotor. V této práci byla exprese 
cílového proteinu regulována přirozeným časným H5 nebo syntetickým časně/pozdním 
E/L vakciniovým promotorem. 





Dlouho se předpokládalo, že proteiny exprimované v pozdějších fázích 
replikačního cyklu VACV postrádají epitopy specifické pro CTL. Ze studií z posledních let 
se ukázalo, že rozsah CD8+ T-buněčné imunitní odpovědi na VACV u lidí i myší není 
časově ani funkčně ohraničen (329).  
Dalším prvkem zaručujícím bezpečnost užití VACV jako vakcín je skutečnost,  
že poxviry jsou jediné DNA viry, jejichž replikace neprobíhá v jádře, ale v cytoplazmě 
hostitelské buňky. Hrozba integrace virového genomu do genomu hostitelské buňky je 
tímto vyloučena (241). Všechny enzymy potřebné pro iniciaci virového replikačního cyklu 
(RNA polymeraza, polyA polymeraza, "capping" enzym, enzym pro metylaci apod.) jsou 
součástí virové partikule. Umožňují transkripci virových mRNA nezávisle na syntetickém 
aparátu hostitelské buňky (123).  
Důležitou vlastností VACV je jejich vysoká imunogennost. Mohou aktivovat silnou 
imunitní odpověď, která navozuje celoživotní protektivní imunitu.  
Poxviry mohou být rozeznávány jak různými TLR (převážně TLR-2 a TLR-8), tak 
TLR-nezávislou cestou, prostřednictvím infekce APC. Obě vedou k sekreci IFN I. typu. 
TLR-2 přes MyD88, TLR8 přes aktivaci transkripčního faktoru NF-κB a infikované APC 
sekrecí IFNβ vedou k maturaci DC, které jsou vyžadovány pro aktivaci T-buněčné 
imunitní odpovědi (podrobnosti v kapitole 3.2.1) (197). 
Během infekce u lidí jsou cílovými buňkami poxvirů převážně APC. VACV má 
nejsilnější tropizmus k monocytům (296). Cílem mohou být též B-lymfocyty a NK-buňky, 
ale ne T-lymfocyty (296,369). Ačkoli VACV infikují i DC, tato infekce je abortivní. Vede 
k inhibici maturace, fagocytózy a migrační aktivity DC (197).  
VACV infekce vede k aktivaci VACV-specifických CD4+ i CD8+ T-lymfocytů  
i neutralizačních protilátek. Výsledný typ imunity ovlivňuje celá řada faktorů, jako 
varianta VACV, velikost dávky, způsob podání, imunizační schéma, apod. (331).  
Poxviry se brání aktivaci imunitního systému hostitele expresí inhibitorů nebo 
analogů různých složek imunity. Jejích přehled je uveden v tabulce (Tabulka 3.5.3).  
Limitujícím faktorem aplikace VACV u lidí jsou možné komplikace zejména  
u imunosuprimovaných pacientů (197). Imunizace s VACV může být provázena 
závažnými vedlejšími účinky jako encefalitida, generalizované infekce, horečka, nauzea, 
lymfadenopatie a kožní léze (224). Z tohoto důvodu byly připraveny varianty VACV 
vakcín deficientních v replikačním cyklu v savčích buňkách. Mezi nejznámější z nich patří 
MVA (Modified Vaccinia Ankara) a NYVAC (New York Vaccinia Virus) (197).  





Tabulka 3.5.3 Geny viru vakcinie, které kódují proteiny zodpovědné za interferenci 
viru se složkami imunitního systému 
 
Virový gen Základní charakteristika působení Reference  
B29R/ C23L inhibice C-C chemokinů jejich navázáním (4) 
C3L 
inaktivace komplementu navázáním některé z jeho složek (173,174,315)  
B5R 
B16R homolog receptoru pro zánětlivý IL-1β (3) 
B8R homolog receptoru pro IFNγ  (265)   
B19R homolog receptoru pro IFNα/β (18) 
E3L 
proteiny vážící se na virovou dsRNA, čímž zabrání aktivaci 
enzymů inhibujících proteosyntézu a aktivujících apoptózu 
infikované buňky; vliv na hostitelské spektrum 
(44,185) 
K3L 
C7L vliv na hostitelské spektrum; antiapoptocká funkce (254,266)  
K1L 
vliv na hostitelské spektrum; 
inhibuje aktivaci NFκB (antiapoptocká funkce) 
 (266,322) 
VH1 
inhibuje signalizaci přes Jak-STAT dráhu, která za normálních 
okolností vede k expresi IFNγ 
(191,247)  
N1L 
neurovirulenční faktor; homolog BH3 domény anti-apoptických 
proteinů Bcl-2 rodiny 
(7,233) 
A52R 
homolog receptoru pro TLR/IL, tj. inhibice aktivace NFκB (31)  
A46R 
C12L 
inhibitor serinových proteáz, tj. inhibice apoptózy přes granzym 
B nebo Fas ligandy CTL 
(205)  
 
B28R analog receptoru pro TNFα; tj. ihibice apoptózy (205) 
B1R 




MVA je vysoce atenuovaná varianta VACV připravená v 50. letech minulého 
století četnými pasážemi v kuřecích embryonálních fibroblastech (6,24). Pro tento typ 
VACV je charakteristická delece v genomu o velikosti cca 14kbp (6) a s tím spojená ztráta 
schopnosti replikace v savčích buňkách (147). Na rozdíl od jiných variant VACV, infekce 
lidských DC variantou MVA vede k jejich rychlé maturaci. Zdá se, že v důsledku delece 
části genomu ztratila varianta MVA schopnost blokovat tento proces (77,192). NYVAC je 
odvozen z VACV Copenhagen a vznikl delecí 18 čtecích rámců (327). 
Obě varianty VACV jsou hojně využívány v experimentálních studiích jako 
vakcíny proti různým infekčním agens, především proti HIV (16,75,122). MVA vakcíny 
jsou také testovány ve studiích s imunizací proti pravým neštovicím v případném boji proti 
bioterorizmu (155). Slibné výsledky ukazuje uplatnění rekombinantních MVA pro terapii 
nádorů, např. při experimentální léčbě cervikálního karcinomu způsobeného chronickou 
papilomavirovou infekcí, především viry HPV16 a 18 (250).  
MVA byl úspěšně použit i v naší laboratoři v protinádorové terapii in vivo 
(207,250). Součástí této doktorandské práce byla i konstrukce rekombinantních vakcín 
MVA, které exprimují zlomovou část leukemického proteinu BCR-ABL společně  





s dalšími adjuvantními faktory (HSP 70 apod.). Jelikož se později ukázalo, že protein 
BCR-ABL není vhodný imunogen, byly tyto vakcíny neúčinné (nepublikovaná data).  
V posledních letech narůstá počet experimentálních a klinických studií, kde se používají 
geneticky upravené onkolytické viry, které se replikují a lyzují přednostně nádorové buňky 
(81,263,334). Jedním ze slibných kandidátů pro onkolytickou terapii je právě VACV. 
Imunitní odpověď vrozené imunity, počátečně stimulována virem samotným nebo jím 
infikovanými buňkami, je namířená proti infikovaným nádorovým buňkám, což vede 
k destrukci nádorové tkáně (19). 
 
 3.5.1.2 DNA vakcíny 
 
 Už od počátku 90. let 20. století se DNA vakcíny jeví být slibným adeptem  
pro profylaxi nebo terapii jak proti různým patogenům, způsobujícím závažné infekční 
onemocnění (AIDS, tuberkulózu, malárii, chřipku), tak proti alergiím nebo nádorům (58). 
Mnohé experimentální studie na zvířatech i klinické studie na lidech ukázaly, že i když 
jsou DNA vakcíny bezpečné a dobře tolerovány, jsou u člověka jen málo imunogenní. 
V současnosti se proto používají jenom ve veterinární praxi proti infekčním agens.  
DNA vakcíny sestávají z bakteriálního plasmidu, do něhož jsou vloženy sekvence 
cDNA kódujících antigen. Při protinádorové terapii se v experimentálních studiích 
používají plasmidy nesoucí vybrané sekvence daného antigenu s jedním nebo vícero 
epitopů specifických pro CD4+ anebo CD8+ T-lymfocyty nebo DNA vakcíny kódující 
celý protein. Druhý popsaný způsob má výhodu, že cDNA kóduje všechny potenciální 
epitopy, které stimulují CTL i humorální imunitní odpověď. Plasmid může zahrnovat  
i sekvenci s adjuvantním účinkem (např. CpG ODN) (316).          
Plasmid též obsahuje tzv. multiple cloning site, tj. syntetickou sekvenci DNA,  
ve které jsou soustředěna místa rozpoznávaná větším počtem restrikčních endonukleáz. 
Přítomnost ORI (origin of replication, tj. počátek replikace) a selekční marker (nejčastěji 
rezistence na antibiotika) umožňuje namnožení plasmidu v bakteriích a jeho selekci (141). 
Součástí plasmidů je také polyadenylační sekvence (poly(A)), nezbytná pro terminaci 
transkripce přenášeného antigenu a export jeho mRNA z jádra do cytoplazmy (293).  
Pro optimální expresi vloženého antigenu v savčích buňkách slouží silný promotor. 
Nejčastěji se využívá bezprostředně časný promotor MIE kódovaný lidským 
cytomegalovirem (CMV) (22,210) nebo chimerický SV40-CMV (354). Alternativou je 





tkáňově-specifický promotor, který zabrání konstitutivní expresi vloženého antigenu 
v nevhodných tkáních. Jeho nechtěným doprovodným jevem bývá snížení imungennosti 
zkonstruované DNA vakcíny (41). Sílu exprese vloženého antigenu je možné ovlivnit např. 
přítomností intronu v blízkosti promotoru (zlepší i stabilitu mRNA), vložením sekvence 
Kozakové před START kodon ATG (175) nebo použitím druhově-specifického kódu 
(zvýší i imunogennost DNA vakcíny) (93). DNA vakcína je tedy zkonstruována tak, aby 
byla maximálně imunogenní. Kombinuje bakteriální a eukaryotické elementy DNA 
vložené do plasmidu takovým způsobem, který umožňuje vysokou expresi přenášeného 
genu, a zároveň minimalizuje možnost integrace plasmidu do chromozomu cílových 
savčích buněk (141,293).                
Pro imunogenost připravené DNA vakcíny je důležitý způsob její aplikace. V této 
práci byly myši imunizovány pomocí genové pistole zlatými partikulemi obalenými 
v plasmidové DNA. Používá se také intramuskulární podání. Výhodou prvního způsobu je 
přímé doručení DNA do cytoplazmy buněk kůže, svalů nebo samotných APC, čímž se 
sníží i množství vyžadované DNA (293). Do místa aplikace se do poškozené tkáně 
infiltrují APC, jako granulocyty a následně makrofágy, DC a v pozdějších fázích také  
B-buňky a T-lymfocyty.  
Existují dva mechanizmy pohlcování a zpracování antigenu kódovaného DNA 
vakcínou. Prvním je přímá transfekce APC plasmidovou DNA. Druhým mechanizmem je 
tzv. cross-priming (316). V tomto případě DNA transfekuje keratinocyty anebo myocyty, 
kde dochází k expresi vloženého genu. Antigeny jsou pak dostupné pro APC jako zbytky 
transfekovaných apoptických buněk. V APC je pak antigen procesován a prezentován 
dalším buňkám IS prostřednictvím MHC molekul I. a II. třídy. DNA vakcinace vede  
k aktivaci přirozené imunity prostřednictvím dvouvláknové struktury plasmidové DNA 
(aktivací různých signálních drah) a k stimulaci adaptivní buněčné a humorální složky IS 
(58,141,293,316).  
Mezi nejběžněji používané strategie na zvýšení imunogennosti DNA vakcín patří 
heterologní prime/boost imunizace, která byla zkoušena i v této práci s vakcínami 
exprimujícimi BCR-ABL (nepublikovaná data). Z různých studií se ukázalo, že vede  
ke zvýšení imunitní odpovědi proti různým patogenům, jako HIV nebo malárie 
(122,130,342). „Priming“ navozuje imunitní odpovědi pomocí antigenu exprimovaného 
prvním vektorem, nejčastěji DNA vakcínou. „Boost“ je zabezpečen podáním téhož 
antigenu exprimovaného jiným typem vektoru, např. virem (adenovirus, VACV) 
(161,293).         





 3.5.1.3 Peptidové vakcíny 
  
 V posledních letech se rozšířila aplikace peptidových vakcín v protinádorové 
imunoterapii, která má řadu výhod. Patří mezi ně poměrně jednoduchá syntéza, bezpečnost 
prokázaná v mnohých studiích, stabilita při uskladnění a efektivní indukce T-buněčné  
i humorální imunitní odpovědi (308). Představují jeden nebo více krátkých či dlouhých 
aminokyselinových sekvencí odvozených z TA (308), které jsou schopny stimulovat 
buněčnou imunitní odpověď u onkologických pacientů (294). Převážně se jedná o epitopy 
nebo fragmenty dlouhé 8-10 aminokyselin, prezentované APC v kontextu s MHC 
molekulami I. třídy. Vedou k stimulaci protinádorových CTL. Může se také jednat  
o epitopy o velikosti 13-18 aminokyselin, které jsou po zpracování APC prezentované 
MHC molekulami II. třídy a následně aktivují CD4+ T-lymfocyty (161). Nedávno se 
objevily studie, ve kterých jsou HPV16+ onkologičtí pacienti imunizovaný mixem  
13 navzájem se překrývajících syntetických peptidů o velikosti 25 -35 aminokyselin, které 
jsou odvozeny z onkoproteinů HPV16-E6 a HPV16-E7 (v kombinaci s adjuvants 
Montanide ISA-51; maximálně 4 dávky ve 3-týdenních intervalech). Vedli k aktivaci 
HPV16-E6 a HPV16-E7-specifické T-buněčné imunitní odpovědi u všech imunizovaných 
pacientů, ovšem s různým klinickým dopadem (68,157,336). 
 Na rozdíl od proteinové vakcíny, zahrnující všechny potenciální epitopy specifické 
pro všechny typy MHC molekul, aplikace peptidové vakcíny je omezena na pacienty  
s definovaným typem MHC molekuly, na kterou se tento peptid váže (161). Mezi další 
nevýhody imunizace peptidy spadá jejich rychlá degradace peptidázami po aplikaci  
do organizmu nebo vyvolání krátkodobé imunitní odpovědi. Problémem může být jejich 
prezentace pomocí MHC molekul na povrchu jiných buněk než APC, což může vést  
k imunologické toleranci. Při výběru vhodného peptidu na vakcinaci je potřeba se vyhnout 
peptidům se sníženou afinitou k MHC (308).  
 Pro zefektivnění imunitní odpovědi je aplikace peptidových vakcín doprovázená 
použitím různých typů adjuvants. Zabezpečují pomalé uvolňování epitopů a jejich 
následné zpracování a prezentaci APC (kapitola 3.4.1) (161). Aplikace peptidových vakcín 
bez použití adjuvants může vést k setrvání APC v nematurovaném stavu a  
k následné toleranci užitého peptidu (367). 
V posledních letech zaznamenala velký rozvoj a klinický úspěch imunoterapie 
WT1 peptidy pro léčbu leukémií a solidních nádorů (74,257,258,319). První klinické 





studie byly započaty v roce 2002 současně třemi skupinami: U. Keilholz, Německo 
(154,208,246), H. Sugiyama, Japonsko (259) a J. Barret, USA (286,287). Všechny studie 
vedly k zjištění, že vakcinace WT1 peptidy vede k indukci WT1-specifické T-buněčné 
odpovědi a k snížení klinických projevů nádorového onemocnění u většiny pacientů.  
Do konce roku 2012 bylo uskutečněno více než 20 studií.  
 
Tabulka 3.5.4 Epitopy identifikované v proteinu WT1, specifické pro MHC molekuly 
u myší (A), resp. pro různé HLA subtypy u lidí (B)  
 
Nonapeptidy jsou prezentovány skrze MHC molekuly I. třídy pro aktivaci CTL. Delší peptidy mohou 
obsahovat CTL epitopy, nebo jsou prezentovány MHC molekulami II. třídy pro aktivaci CD4+ Th-lymfocytů 

























Dodnes se v proteinu WT1 podařilo identifikovat jen několik imunodominantních 
epitopů (Tabulka 3.5.4). Peptidové vakcíny většinou tvoří  CTL epitopy specifické  
pro různé MHC molekuly u lidí. Byly to především peptidy prezentované haplotypy  
HLA-A*2402 a HLA-A*0201, jelikož se nejčastěji vyskytují v japonské a kavkazské 
populaci. Účinná byla imunizace nativní formou HLA-A*0201-specifického peptidu 
WT1126–134 (154), také nativní i modifikovanou formou peptidu WT1235–243 
MHC molekula 
Epitop Aminokyselinová sekvence 
třída typ u C57Bl/6 myší 
I.  H-2D
b
 WT1 126-134 RMFPNAPYL  
I.  H-2Db WT1 235-243 CMTWNQMNL, CYTWNQMNL 
I.  H-2Db WT1 136-144 SCLESQPTI 
I.; II.  -  WT1 122-140 SGQARMFPNAPYLSCLES 
I.; II.   -  WT1 122-144 SGQARMFPNAPYLSCLESQPTI 
HLA subtypy Epitopy Aminokyselinová sekvence 
HLA-A1 WT1317-327 TSEKRPFMCAY 
HLA-02 WT137-45 VLDFAPPGA 
HLA-A0201 WT1126-134 RMFPNAPYL  
WT1187-195 SLGEQQYSV  
WT1235-243 CMTWNQMNL  
HLA-A2402 WT1235-243 CMTWNQMNL  
WT1417-425 RWPSCQKKF  
HLA-DR0401 WT1124-138 PQQMGSDVRDLNALL  
HLA-DR53 WT1124-138 PQQMGSDVRDLNALL  
WT1247-261 EDPMGQQGSLGEQQ  





(CMTWNQMNL; CYTWNQMNL) prezentovaného přes HLA-A*2402. Modifikovaná 
forma tohoto epitopu vyvolávala účinnější WT1-specifickou CTL odpověď než nativní 
(142,145,237,259). Tři studie se zaměřili na kombinaci dvou HLA-A*0201 vážících 
peptidů, PR1169–177 odvozeného z proteinázy 1 a WT1126-134 (179,286,287). Osvědčila se 
také imunizace peptidem WT1126-134  spojená s vakcinací s peptidy WT1 o velikosti 19 a 
22 aminokyselin. Cílem bylo rozšířit imunogenicitu na další HLA subtypy (178,217).  
Ve 4 studiích byly aplikovány DC prezentující WT1 peptidy. Příprava těchto DC vakcín 
byla dvojí. Buď byly DC kultivovány v přítomnosti modifikované formy peptidu  
WT1235-243 (164,165) anebo elektroporovány mRNA kompletního proteinu WT1 (62,337).  
Účinnost peptidových vakcín v mnoha z těchto studiích byla podpořena různými 
adjuvants. Nejčastěji se používal bezpečný a vysoce efektivní Montanide ISA-51 (emulze 
„water in oil”). Hodně rozšířená byla aplikace GM-CSF nebo ligandů TLR receptorů jako 
CpG ODN (338).  
Efektivnost těchto vakcín může ovlivnit i způsob aplikace. V uvedených studiích 
byly peptidy podány převážně subkutánně (s.c.) a i.d. v týdenním nebo měsíčním intervalu. 
V této dizertační práci se jako nejúčinnější prokázalo i.d. podání tetováním (Obrázek 
3.5.3). Tento způsob aplikace byl již účinně použit při imunizaci HPV16-E6 a HPV16-E7 
peptidů v naší laboratoři (272). 
Převážná část imunizací v popsaných studiích vedla u většiny pacientů k redukci 
tumoru anebo k částečné či úplné remisi AML. U mnohých z nich se zjistila indukce  
WT1-specifické T-buněčné imunity. Bohužel různé imunologické markery byly 
detekovány jen sporadicky (338).  
 
Obr. 3.5.3  Přístroj na i.d. aplikaci tetováním DNA vakcín a peptidových vakcín  












 3.5.1.4 Vakcíny na bázi partikulí podobných virům (VLP vakcíny) 
 
 VLP se zařazují do specifické třídy podjednotkových vakcín. Jedná se  
o multiproteinové struktury, většinou bez DNA nebo RNA, které napodobují celkovou 
organizaci i strukturu virionů a nativní antigenní konformaci imunogenního proteinu.  
To přináší výhodu oproti vakcínám založeným na expresi a purifikaci jednotlivých 
proteinů při absenci jiných virových komponentů, což může vést k nesprávné konformaci 
těchto proteinů. Výsledkem je snížená imunogennost těchto vakcín. Naproti tomu VLP 
podávané v relativně nízkých dávkách jsou výrazně imunogennější, jelikož prezentují 
konformační epitopy téměř stejné jako ve virionu (288,291).  
 VLP se připravují v různých expresních systémech, tj. bakteriálních, kvasinkových 
nebo savčích buněčných liniích, nebo v systému pozůstávajícího z bakulovirového vektoru 
a hmyzí buněčné linie. Jednoduché VLP, tvořené jedním rekombinantním proteinem, je 
možné efektivně připravit pomocí transgenních rostlin (288). 
 VLP se používají též jako vektor pro transport cizorodých antigenů. Chimerické 
VLP vznikají integrací heterologních antigenů do VLP. Těmito antigeny mohou být  
i úseky proteinů obsahující CTL epitopy TA (109). Chimerické VLP se mohou skládat z 
homologní VLP platformy, která je fúzována s daným epitopem, např. fúze nestrukturních 
proteinů HPV16-E6/HPV16-E7 s kapsidovým proteinem HPV16-L1 (92). Nevýhodou 
některých VLP platforem je omezená velikost vložených peptidů, resp. proteinů, která 
určuje velikost prezentovaných antigenních epitopů a tím účinnost těchto vakcín (109).       
 V současnosti se v klinické praxi používá 5 profylaktických VLP vakcín, 3 proti 
hepatitidě B způsobené virem HBV (Recombimax HB, Engerix-B a Hepavax-Gene) a  
2 proti cervikálnímu karcinomu způsobenému různými typy HPV (Gardasil a Cervarix).   
 Při aplikaci VLP je snaha neomezit je jen na profylaktické, ale i terapeutické 
vakcíny. Velkou výhodou VLP je jejich přímé zacílení do APC, resp. DC, které vedou 
k aktivaci vrozené i adaptivní imunity. VLP mají vhodnou velikost pro absorpci DC,  
kde jsou následně procesovány na fragmenty a prezentovány přes MHC molekuly II. třídy. 
Výsledkem je aktivace B-buněk a humorální imunitní odpovědi. Exogenní VLP mohou být 
v DC zpracovány jinou cestou, která vede k prezentaci epitopů přes MHC molekuly  
I. třídy. Tím dochází k stimulaci CTL esenciálních pro odstranění intracelulárních 
patogenů (virů apod.) a pro likvidaci infikovaných anebo nádorových buněk (109). 
Účinnost VLP jako terapeutických vakcín může být zvýšená podáním adjuvants,  





např. CpG ODN. Jiná možnost je použití prime-boost imunizačního protokolu, kde DNA 
vakcína je aplikovaná jako prime a VLP jako boost (304).   
 V této práci byly použity MPyV-VLP, které nesou fúzní protein BCR-ABL (136). 
MPyV-VLP tvoří 3 kapsidové proteiny myšího polyomaviru (MPyV), tj. VP1, VP2 a VP3 
(328). Virová kapsida MPyV sestává z 360 kopií hlavního kapsidového proteinu VP1 
uspořádaných do 72 pentamerů se symetrii ikozaedru (279). Každý pentamer je asociován 
s kopií jednoho ze zbylých proteinů, tj. VP2 či VP3 (14). Nicméně, proteiny VP2 a VP3 
nejsou nezbytné pro sestavení VLP v hmyzích nebo kvasinkových buněčných liniích (235). 
MPyV-VLP se používají jako vektor v genové terapii. Vyvolávají humorální i T-buněčnou 
imunitní odpověď. Pomocí MPyV-VLP byla do různých typů buněk in vivo úspěšně 
přenesená DNA. Zůstala zde zachována několik měsíců a vedla k stimulaci převážně 




3.5.2 Imunomodulátory účinnosti protinádorových vakcín na bázi 
viru vakcinie  
 
 Několikrát jsem se v této práci zmínila, že účinnost protinádorových VACV vakcín 
se může zvýšit, když jsou různé imunomodulátory exprimovány tímtéž VACV vektorem 
jako TA. Tímto způsobem může VACV ko-exprimovat různé růstové faktory, jako 
cytokiny, chemokiny nebo kostimulační molekuly, které přímo aktivují APC a tím 
stimulují VACV indukovanou imunitní odpověď. Příkladem těchto látek jsou kolonie 
stimulující faktor pro granulocyty/ makrofágy (GM-CSF), Flt3 ligand (Flt3L), oba 
nezbytné pro vývoj a maturaci DC (143,160,223) nebo solubilní receptory vychytávající  
v nádoru imunosupresivní cytokin TGFβ (např. TGFβRII). TGFβRII a Flt3L byly použity i 












3.5.2.1 TGFβ  a jeho receptory v normální buňce a v karcinogenezi   
 
 Transformující růstový faktor β (TGFβ) je cytokin nezbytný pro udržení 
homeostázy epiteliálních, endoteliálních a hematopoetických buněk. Ovlivňuje též buňky 
imunitního systému (61).  
 Tento ligand se váže na serin/treonin kinázové receptory typu I (TGFβRI) a typu II 
(TGFβRII), lokalizované na buněčné membráně. Vytvoření tetrameru mezi TGFβRI a 
TGFβRII je nezbytné pro signální transdukci (359). Oba receptory mohou existovat jako 
dimery, nebo jako monomery. Po vazbě TGFβ dochází buď přímo nebo přes dimerizaci 
k formování heterotetrameru (137). TGFβ se může vázat také na receptory III. typu bez 
kinázové aktivity (např. betaglykan). Tyto receptory mají pouze regulační vlastnosti 
(23,61). 
 Konformační změny receptorů vedou k autofosforylaci serinových a/nebo 
treoninových zbytků na těchto receptorech. Následuje spouštění různých signalizačních 
drah, nejčastěji přes proteiny Smad2/3 dráhy (137). Smad komplexy se lokalizují do jádra, 
kde v kooperaci s jinými faktory vedou k transkripci cílového genu (49,88,219). TGFβ 
může ovlivňovat expresi genu i přes aktivaci jiných signálních drah, jako mitogenem 
aktivovaná protein kinázová (MAPK), fosfatidylinostitol 3 kinázová (PI3K) anebo 
GTPázová dráha (137).   
 U lidí se rozlišují 3 izomery TGFβ (TGFβ-1, TGFβ-2 a TGFβ-3), které mají 75% 
homologii v aminokyselinových sekvencích. Zjistilo se, že jejich signální aktivita in vitro 
je podobná, ale expresní struktura se liší dle typu buněk a tkání (218,360).    
 TGFβ je produkován mnoha typy buněk a zastává mnoho funkcí. Za normálních 
fyziologických podmínek reguluje proliferaci buněk inhibicí růstu a aktivací apoptózy, 
zasahuje do migrace buněk a ovlivňuje reakce imunitního systému (152). V patologických 
situacích se jeho úkol mění. Typickým příkladem je účinek TGFβ v prostředí nádoru. 
 Při tumorogenezi hraje TGFβ dvojí roli. V časných fázích funguje jako nádorový 
supresor. Postupem času se stávají nádorové buňky proti jeho inhibičním účinkům 
rezistentní. V nádorovém mikroprostředí dochází ke zvýšené sekreci samotného TGFβ 
(především MDSC) a k deregulaci signalizace spuštěné přes tento ligand. V pozdějších 
fázích vývoje nádoru dochází k přesmyku účinku a TGFβ se změní ze supresora  
na podpůrce tumoru. Stimuluje angiogenezi a tvorbu extracelulární matrix. Inhibuje 
protinádorové imunitní reakce vrozené a adaptivní imunity (243).  





 Působením TGFβ  jsou do nádorového mikroprostředí přitahovány makrofágy a 
neutrofily. Díky tomuto cytokinu zůstávají v nematurovaném stádiu a získávají 
pronádorové účinky (61). TGFβ brzdí maturaci DC, nezbytných pro iniciaci protinádorové 
imunitní odpovědi. Inhibuje expresi MHC molekul II. třídy na povrchu DC (364). 
Účinkem TGFβ dochází také k blokaci základních funkcí CTL. Zabraňuje uvolnění 
granzymů a perforinů zodpovědných za cytotoxickou aktivitu těchto buněk. Redukuje 
expresi Fas ligandu a IFNγ, nezbytných pro vyvolání buněčné smrti pomocí CTL. Snižuje 
také uvolňování IL-2, který je potřebný pro vývoj T-lymfocytů (330). Naopak CTL začnou 
produkovat nadměrné množství IL-17, který napomáhá tumorogenezi a podporuje odolnost 
nádorových buněk vůči apoptóze (249). CD4+ prekurzorové buňky jsou vlivem TGFβ a 
IL-4 diferencované na Th17 buňky, které jsou součásti TIL (214). TGFβ také zvyšuje 
množství další populace CD4+ buněk, Treg, které inhibují cytotoxický účinek 
protinádorových CTL a NK-buněk (318). Také B-lymfocyty nejsou ušetřeny supresivnímu 
působení TGFβ. Jejich vývoj je zastaven tak, že nedochází k sekreci imunoglobulinů (153).   
 Receptory pro TGFβ se vyskytují na krevních buňkách lymfoidní a myeloidní linie 
(152). Jejich degradace probíhá prostřednictvím proteazomů i lysozomů (137).  
 V nádorech střev, prsu, plic, krku a hlavy byly detekovány nefunkční receptory pro 
TGFβ (101,321). Převážně se jedná o mutace v sekvencích kódujících část extracelulární 
domény TGFβRII (198). Inhibice signální dráhy může být způsobena i mutacemi 
jednotlivých signálních molekul.  
 Pro odvrácení negativního pronádorového vlivu TGFβ se v experimentálních 
studiích používají různí antagonisté nebo inhibitory této signalizační dráhy. Jedna 
z možností je konstrukce Fc-fúzního proteinu, který obsahuje solubilní ektodoménu 
TGFβRII (TGFβRII-Fc) nebo TGFβRIII, tj. betaglykanu. Exprese TGFβRII-Fc in vivo 
v transgenních myších vedla k redukci výskytu metastáz nádoru prsu (365). Při jiném 
modelu docházelo k nárůstu apoptózy buněk primárního tumoru a redukci počtu metastáz 
(243). Jiná skupina léčila myši nesoucí štěp z lidské buněčné linie odvozené z nádoru prsu 
(MDA-MB-231) Fc-fuzním proteinem z betaglykanu. Tato terapie vedla k blokaci 











 3.5.2.2 Flt3 ligand a jeho tyrozinkinázový receptor Flt3 
 
 Flt3L má skrze interakci s tyrozinkinázovým receptorem Flt3 silný pleiotropný 
účinek na vývoj hematopoetických kmenových buněk a na imunitní systém (356). Patří 
mezi transmembránové proteiny typu 1. Sestává z N-terminálního signálního peptidu, 
cytoplazmatické, transmembránové a extracelulární domény (120,202,203). Tato doména 
vykazuje u lidí velkou homologii s myší molekulou Flt3L, a proto je schopna aktivace 
myšího receptoru Flt3 (201). V důsledku proteolytického štěpení může být Flt3L 
uvolňován i jako solubilní faktor. Obě formy, transmembránová i solubilní, jsou biologicky 
aktivní a stimulují tyrozinkinázovou aktivitu Flt3 (356).  
Za normálních fyziologických podmínek probíhá konstitutivní produkce 
intracelulárního Flt3L. Podání IL-2, IL-4, IL-7 nebo IL-15 k buněčné linií T-buněk in vitro 
indukuje přesun tohoto ligandu na povrch buněk (51,52). 
 Produkce mRNA Flt3L je rozšířená po celém organizmu, v hematopoetických  
i jiných tkáních. Navzdory rozsáhlému výskytu mRNA, protein Flt3L je exprimován jen 
buňkami stromatu kostní dřeně, endotelu a T-lymfocyty. Jeho přítomnost bola potvrzena 
v orgánech jako slezina, ovaria, testes, střeva a ledviny (356). 
Flt3, neboli Flt3 receptor, patří do III. třídy tyrozinkinázové rodiny. Strukturně je Flt3 
podobný receptorům c-fms a c-kit specifickým pro M-CSF a SCF (220,289). Jelikož jsou 
Flt3 a c-kit exprimovány převážně na primitivních hematopoetických progenitorech, 
signály pocházející z těchto receptorů jsou důležité v časných fázích hematopoézy. 
Produkce Flt3 je omezena na určité lidské tkáně, jako kostní dřeň, tymus, slezina, játra  
a lymfatické uzliny (377).    
 Navázání Flt3L na receptor vede k jeho autofosforylaci. Následně dochází  
k fosforylaci dalších molekul (Gab1 a Gab2), což má za následek spuštění MAP kinázové 
signalizační dráhy. Tyto molekuly mohou signalizovat i v kaskádě PI3K (374). Působí tedy 
jako adaptorové proteiny signalizace přes Flt3.   
  Flt3 je vysoce exprimován u pacientů s různými typy akutních leukémií, ne však  
u pacientů s CML. Na rozdíl od Flt3L byly mutace receptoru Flt3 detekovány u cca 30% 
pacientů s AML a malého počtu pacientů s MDS. Nejčastějším typem v případě AML jsou 
interní tandemové duplikace v juxtamembránové doméně (autoinhibiční element kinázové 
aktivity Flt3) (248). Pak se objevují bodové mutace této domény a/nebo intracelulární 
domény Flt3. Důsledkem těchto onkogenních mutací je na ligandu nezávislá konstitutivní 





aktivace receptoru a deregulované spuštění různých signálních drah. Mutace Flt3 svědčí  
o negativní prognóze především u mladších pacientů (356). 
 Imunizace v kombinaci s Flt3L u myší aktivuje protinádorovou imunitní odpověď. 
Vede k expanzi DC (275) a tím k aktivaci CTL a NK-buněk (89,204), a taky k mobilizaci 
hematopoetických kmenových buněk a progenitorů v kostní dřeni a slezině a následně 
jejich expanzi do periferní krve (346). Samotný Flt3L indukuje diferenciaci makrofágů 
v CD34+ buněčné linií a stimuluje nárůst počtu DC. Vede k proliferaci, diferenciaci  
a udržování myeloidních i lymfoidních progenitorů a k jejich reorganizaci. Flt3L působí 
v synergii s jinými cytokiny, jako jsou SCF, GM-CSF a interleukiny IL-3, IL-6, IL-7,  
IL-11 a IL-15. Dramaticky zvyšuje produkci protilátek specifických pro solubilní antigeny 
in vivo. Systémové podání Flt3L zvyšuje produkci IFNγ, IL-12, GM-CSF a IL-5. Jejich 
společným působením dochází ke zvýšení počtu CTL, NK-buněk a DC v periferní krvi 
(346,356).    
 Objevili se studie, ve kterých se sledoval vliv aplikace Flt3L na protekci proti 
nádorovým buněčným liniím u myší. Pokud bylo zvíře imunizováno nádorovými buňkami 
transfekovanými Flt3L, byla pozorována dlouhotrvající imunitní odpověď proti 
rodičovským nádorovým liniím. Avšak systémové podávání Flt3L vedlo k vyvolání jenom 
krátkodobé imunity (34,46).       




  3.6 Hodnocení imunitní odpovědi protinádorových vakcín 
 
 Efektivita terapeutických protinádorových vakcín se v první řadě hodnotí 
sledováním remise nádorů. Důležitou součástí stanovení účinnosti terapeutických  
i profylaktických vakcín je monitorování indukované protinádorové imunitní odpovědi.  
Za její nejvýznamnější složku jsou v současnosti považovány především TA-specifické 
CTL. Pozornost se zaměřuje také na detekci nádor-specifických CD4+ Th-lymfocytů  
a protilátek, TA-nespecifické imunitní odpovědi NK-buněk, supresorových Treg nebo 
MDSC. Pro stav imunity jsou důležité modulace signálních kaskád, změny v hladině 
cytokinů, chemokinů a růstových faktorů. Tyto hodnoty je možné zjišťovat lokálně v místě 
nádorů i systematicky v celém organizmu (161).  





 Detekce buněčné imunitní odpovědi in vitro u lidí a experimentálních modelů se liší 
zdrojem lymfoidních buněk. V případě experimentálních studií, jako i v této práci, se 
vyizolují splenocyty centrifugací přes vrstvu roztoku Ficoll-Histopaque. U pacientů se 
stejnou metodou vyizolují z periferní krve mononukleární buňky (PBMC; peripheral blood 
mononuclear cell)(Obrázek 3.6.1). Dalšími zdroji jsou mízní uzliny a nádory. V získaném 
materiálu je možné stanovit přítomnost a účinnost TA-specifických CTL a CD4+ T-
lymfocytů pomocí testů ELISPOT (na základě produkovaných cytokinů). V současné době 
se ELISPOT, společně s průtokovou cytometrií (např. stanovení různých populací 
imunitních buněk, intracelulární barvení cytokinů či použití multimerů) staly nejběžněji 
používanými metodami pro sledování buněčné imunity indukované různými vakcínami a 
jinými formami imunoterapie (161). 
 
 
Obr. 3.6.1 Izolace lymfoidních buněk z periferní krve pacienta (hPBMC) (161) 
 
Nesrážlivá krev se navrství na roztok Ficoll-Histopaque. Po centrifugaci se odebere střední vrstva 
(lymfocyty), které se několikrát promyjí v roztoku PBS.  Obdobným mechanizmem se izolují splenocyty  
z myších slezin. Získané lymfoidní buňky se použijí na stanovení vakcínou indukované imunitní odpovědi. 
 





















 Detekce protinádorové T-buněčné imunitní odpovědi testem ELISPOT  
(enzyme-linked immunosorbent spot) byla hojně využívána i v této práci. První zmínka  
o této metodě pochází z 80. let 20. století, kdy byl původně vyvinut pro detekci buněk 
produkujících protilátky (66). ELISPOT má mnoho výhod. Jedná se o platformu dobře 
adaptovatelnou na stanovení mnohých typů imunitních buněk (T-lymfocyty, B-lymfocyty) 
přes odlišné typy jimi produkovaných cytokinů a chemokinů. ELISPOT je kvantitativní 
metoda, která vypovídá o funkčním stavu imunitní odpovědi indukované danou terapii 
(310).  
 Nejčastěji používanou technikou, nejen v této práci, je ELISPOT-IFNγ.  
Tento cytokin je produkován buňkami Th1 imunity, převážně CTL. Použití testu 
ELISPOT-IFNγ má svoje limitace. Podobně jako mnoho dalších cytokínů je i IFNγ 
vylučován v nepatrných koncentracích i odlišnými cytotoxickými buňkami  
(např. NK-buňky) (310). Z různých studií se zjistilo, že když je tímto testem detekována 
imunitní odpověď na antigen nějakého infekčního agens, tato není vždy v korelaci  
s protekcí nebo s přítomností patogen neutralizačních protilátek (108,184). Naproti tomu, 
vakcínou indukovaná protinádorová IFNγ+ T-buněčná imunitní odpověď převážně 
koreluje s klinickými projevy. Příkladem je klinická studie, ve které byla prokázána 
signifikantní korelace mezi TA-specifickou IFNγ+ T-buněčnou imunitní odpovědí  
a přežíváním pacientů s melanomem po aplikaci peptidové vakcíny, odvozené z TA 
melanomu MART-1 (162). Metodu ELISPOT je možné použít i pro detekci jiných 
cytokinů (např. IL-2, IL-4, TGFβ-1) nebo granzymu B.   
 Frekvenci CTL specifických pro daný TA lze stanovit pomocí průtokové 
cytometrie užitím multimerů. Jedná se o struktury tvořené komplexy MHC-peptid.  
V této dizertační práci byl při detekci vakcínami indukované HPV16-E7-specifické  
T-buněčné imunitní odpovědi použit fluorescenčně značený (R-phycoerythrin) tetramer  
H-2D
b
/E749-57 (Pelimer, Sanquin, NL), kterého struktura je popsána na Obrázku 3.6.2. 
Používají se i další typy multimerů: dimery, pentamery, streptamery, dextramery  
a oktamery (40).       
 Ze sér imunizovaných zvířat, resp. pacientů je možné zjistit typ a množství 
protilátek specifických pro různé proteiny sekretované nádorem. Nepostrádatelným 
pomocníkem se v tomto směru stala databáze SEREX (serological expression of cDNA 
expression libraries). Tvoří ji cDNA expresní knihovna kódující protilátky, připravena  
ze sér onkologických pacientů. Byla založena v roce 1997 v ústavu LICR (Ludwig Institute 
for Cancer Research) v New Yorku, USA. V roce 2002 byla tato databáze nahrazena 





databází CID (Cancer Immunome Database), na které se podílí také ACI (Academy  
of Cancer Immunology). Tento program je podporován i Evropskou Unií. Cílem CID, 
přístupné on-line, je popsání všech produktů genů u onkologických pacientů, vůči kterým 
se vytvořila protinádorová imunitní odpověď.  
 
Obr. 3.6.2 Struktura tetrameru značeného avidinem (web 4) 
 
Základ tetrameru tvoří čtyři MHC molekuly I. třídy sestávající z extracelulární části α-řetězce (3 domény α1, 
α2, α3) a z neglykozylovaného β2-mikroglobulínu. Domény α1, α2 tvoří peptidový žlábek, do kterého je 
vložený daný peptid (černý kroužek; v našem případě peptid H-2D
b
/E749-57  kódovaný virem HPV16). Tyto  
4 konstrukty jsou spojeny prostřednictvím lyzinu (Lys) s biotinem (šedé čtverce) a vázané s fluorescenčně 












 Pro detekci protilátek specifických pro různé proteiny sekretované nádorem se 












































Immunization with WT1-derived peptides by tattooing inhibits the growth of  
TRAMP-C2 prostate tumor in mice 
 
Autoři: Katarína Babiarová, Luďa Kutinová, Kamila Žůrková, Jitka Kryštofová, Eva  
   Brabcová, Petr Hainz, Jan Musil, Šárka Němečková 
Vydáno v časopise: J Immunother 2012; 35(6):478-487; IF 3,267 
 
Cíl práce: Vývoj nové vakcíny pro terapii WT1+ nádoru.   
 
Výsledky práce: 
1. Konstrukce několika typů vakcín exprimujícich část myšího WT1 proteinu  
o velikosti 155 aminokyselin (DNA, rVACV a peptidové vakcíny).  
2. Peptidy WT122-140 a WT126-134 podávané i.d. tetováním společně  s CpG ODN 
vyvolávají signifikantně vyšší IFN+ WT1-specifickou T-buněčnou imunitní odpověď než 
ty samé vakcíny podávané s.c. společně s CpG ODN + IFA nebo než imunizace jinými 
typy vakcín. 
3. V terapii myších TRAMP-C2 nádoru jsou vakcíny WT1122-140 a WT1126-134 
nejúčinnější ze všech připravených vakcín pouze tehdy, když byl pomocí monoklonální 
protilátky neutralizován TGFβ, jež buňky TRAMP-C2 produkují v hojné míře. Jiné 
ovlivnění, jako odstraněni Treg, deregulace exprese pomocí 5-azacytidinu nebo zvýšení 
MHC molekul I. třídy pomocí poly I:C protinádorový efekt imunizace proti WT1 
nezvýšilo.       
4. Při srovnaní s genetickými vakcínami (plasmidová DNA, rVACV) mělo tetování 
peptidovými vakcínami největší inhibiční účinek na růst nádorů TRAMP-C2. 
 
Podíl na práci: charakterizace připravených vakcín testováním jejích účinnosti  
na zvířatech i v pokusech in vitro; imunizace myší a zavedení imunizace myší tetováním; 
hodnocení vakcínami indukované buněčné imunitní odpovědi; zavedení a standardizace 
testu ELISPOT-IFNγ pro stanovení WT1-specifické T-buněčné imunitní odpovědi; 
stanovení různých populací buněk (Treg) ve splenocytech a/nebo lymfatických uzlinách 
imunizovaných myší pomocí fluorescenčně značených povrchových a intracelulárních 
markerů s použitím průtokové cytometrie; podíl na zavedení nádorového modelu  
na myších; podíl na sepisování publikace  
Immunization With WT1-derived Peptides by Tattooing
Inhibits the Growth of TRAMP-C2 Prostate Tumor in Mice
Katarina Babiarova, Luda Kutinova, Kamila Zurkova, Jitka Krystofova,
Eva Brabcova, Petr Hainz, Jan Musil, and Sarka Nemeckova
Summary: The expression of the transcription factor encoded by
the Wilms tumor gene 1 (WT1) is associated with a variety of
human cancers. WT1 protein has been reported to serve as a target
antigen for tumor-specific immune responses. We observed that the
immunization of mice with peptide vaccines derived from WT1 in a
mixture with the CpG adjuvant (ODN 1826) by tattoo admin-
istration was superior to subcutaneous delivery of the peptides in
combination with CpG formulated with the mineral oil adjuvant or
a DNA vaccine or a recombinant vaccinia virus vaccine expressing
the truncated WT1 protein. Tattooing with the WT1122–140 and
WT1126–134 peptide elicited the response of WT1-specific interfer-
on-g–producing T cells. Peptide vaccine administered with a tattoo
device had an antitumor effect on the growth of the prostate tumor
cell line TRAMP-C2, provided that the transforming growth fac-
tor-b produced by tumor cells was neutralized by anti-TGFb
monoclonal antibody. The treatment of the tumor-bearing mice
with 5-azadeoxycytidine or poly IC did not work in synergy with
the peptide vaccine.
Key Words: WT1, peptide, CpG adjuvant, tattooing, immuniza-
tion, ELISPOT, IFNg, TRAMP-C2, prostate tumor, anti-TGFb
(J Immunother 2012;35:478–487)
The Wilms tumor gene 1 (WT1) encodes a multifunc-tional protein of the zinc-finger family that is involved
in the development of the embryo.1 In healthy adults, the
WT1 gene is expressed in Sertoli cells, in kidney podocytes,
and in 1% of CD34+ bone marrow cells.2 In contrast to
the majority of normal cells, the WT1 gene is highly ex-
pressed in several malignancies including lung, breast,
thyroid gland, and colon carcinoma and leukemias3 where
it participates in the process of cell transformation and
oncogenesis. The considerable frequency of malignancies
with increased WT1 expression combined with a negligible
WT1 expression level in adult healthy tissues make the
WT1 gene and its products an attractive potential tumor-
specific markers and targets for therapeutic intervention.
Even though WT1 is an autologous protein, it is immuno-
genic in humans. The WT1-specific antibodies and cell-
mediated immune response that sometimes can be found in
healthy humans are significantly increased in patients with
WT1-expressing tumors.4 The WT1-specific T cells found in
patients comprise both the central and effector memory
subpopulations.5 Antitumor effect of immunization with
WT1 peptides or with WT1-expressing DNA vaccine has
been demonstrated in the mouse model.6–8 Clinical studies
suggest that vaccination of patients with natural or modi-
fied HLA-A*2402 presented peptide235–241,
9 the HLA-A*02
presented peptide WT1126–134,
4 or a mixture of short and
long peptides containing multiple epitopes activates CD8
and CD4 T cells.10 Repeated vaccination with peptide
vaccines against WT1 in patients with hematologic and
solid tumors is safe and does not cause severe side effects.
However, therapeutic vaccination usually improved sur-
vival only in a portion of the patients. Recently, it has been
shown that repeated vaccination with CD8 epitopes mixed
with oil in water adjuvant such as Montanide and gran-
ulocyte-macrophage colony-stimulating factor leads to
preferential expansion of low-avidity CD8+ T cells11 and
increase in Treg cells.12 It has been shown that the high
amount of peptide available after repeated vaccination
similarly as during chronic viral infection can lead to
functional deletion of high-avidity CD8+ T-cell clones.13,14
These findings suggest that the current strategy of peptide
vaccination against the self-antigen should be modified to
result in optimal clinical responses in therapy of cancer. The
reduction of the total dose of administered peptide without
loss of efficacy is feasible when the intradermal (ID) route is
used. Although the skin is a highly immunocompetent or-
gan, ID vaccination has been rare in clinical use. Recently,
only 2 reliable methods of ID delivery have been reported.
It is ID delivery of influenza vaccines using a microneedle
device15 and tattooing that can be used for ID delivery of
DNA vaccines,16 adenovirus vector-based vaccine,17 and
peptide vaccines.18 The comparison of the immunogenicity
of peptides derived from human papillomavirus type 16
(HPV16) administered with a tattoo device with subcuta-
neous (SC) injection has shown that higher peptide-specific
humoral and cell-mediated immune responses were elicited
after vaccination with a tattoo device. The highest efficacy
of tattooing was observed in combination with oligonu-
cleotides containing CpG motifs (ODN1826) as adjuvant.
The tumorogenic mouse prostate carcinoma cell line
TRAMP-C2 is a suitable animal model for the study of the
role of the mechanisms of tumor escape from immune
surveillance. TRAMP-C2 cells have low level of MHC I,
which can be upregulated by incubation with interferon-g
(IFNg)19 or activation of toll-like receptor 3 (TLR3) with
poly IC.20 TRAMP-C2 cells produce large amount of the
highly immunosuppressive transforming growth factor b
(TGFb) that makes them insensitive to CD8+ T cells
specific for tumor-associated antigens21 including WT1.22 It
has been shown that blocking the TGFb signaling in T cells
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activates the antitumor response against TRAMP-C2
cells.23,24 Similarly, it has been observed in the HPV16 tu-
mor model that TGFb neutralization by monoclonal anti-
body (mAb) augmented the effect of CD8+ T cells elicited
by the HPV16 E749–57 peptide vaccine against the growth of
TC-1 tumors.25
In this study, we examined whether peptide vaccines
against WT1 protein administered by tattooing can have an
antitumor effect and whether neutralization of TGFb pro-
duced by tumor cells can potentiate the immune response to
vaccination. The results demonstrated that vaccination with a
tattoo device is more efficient than SC injection of WT1-
derived peptides mixed with IFA and that tattoo vaccination
can further enhance the antitumor effect of anti-TGFb




The WT1-derived peptides were WT1126–134 (RMFP
NAPYL), WT1122–140 (SGQARMFPNAPYLPSCLES), and
WT1122–144 (SGQARMFPNAPYLPSCLESQPTI). Control
peptides were E749–57 (RAHYNIVTF) derived fromHPV16-E7
oncoprotein and bcr/abl (GFKQSSKAL) peptide derived
from the junction region of the bcr/abl p210 protein from
human leukemia. The peptides were purchased from
Clonestar Peptide Services (Brno, Czech Republic) and
Peptide2.0 Inc. (Chantilly, VA).
Plasmids
To construct the pBSC.SS.GUS-WT1 plasmid, the
sequence coding for amino acids (aa) 94–249 of WT1 pro-
tein was substituted for the E7GGG coding sequence in the
pBSC.SS.GUS.E7GGG mammalian expression plasmid
described earlier.26 The coding region was prepared by
polymerase chain reaction with primer WT1-GUS—F: 50-
GC TAA GCT TTG CAC TTT TCC GGC CAG TTC-30—
and primer WT1-GUS—R: 50-CTG AAG CTT TTA TCC
CTT TAA GGT GGC TCC-30, using the plasmid LMV-
mWT1, containing mouse WT1 cDNA as the template. The
fragment digested with HindIII was ligated with the
pBSC.SS.GUS plasmid cut with the same restriction en-
zyme and inserted downstream of the adenovirus E3 pro-
tein signal sequence. The nucleotide sequence of the insert
was verified by sequencing. To construct the pSC59 E/L-
GUS-WT1 plasmid, the pBSC.GUS-WT1 plasmid was di-
gested with EcoRI and the isolated GUS-WT1 fragment
was inserted in the recombination plasmid pSC59H527 cut
with the same enzyme.
Animal Experiments
Six-week-old male C57BL/6 mice (H-2b) were ob-
tained from Charles River, Sulzfeld, Germany and main-
tained at the animal facility of the National Institute of
Public Health, Prague. Animal care was in accordance with




Mice were immunized 3 times at a 1- or 2-week in-
terval. The immunization dose contained 100 mg of peptide
and 50 mg of oligonucleotides containing CpG motifs (CpG
ODN) adjuvant (phosphorothioate-modified oligonucleo-
tide ODN 1826: TCCATGACGTTCCTGACGTT; Generi
Biotech, Hradec Kralove, Czech Republic) in 20mL
phosphate-buffered saline (PBS) using a tattoo device as
described previously.18
SC Peptide Injection
The immunization dose contained 100mg of peptide,
30mg of CpG adjuvant in 100mL PBS with 100mL of in-
complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich). Peptides were
SC injected into the back of mice in a final volume of 200mL.
DNA Vaccine
The preparation of cartridges for DNA vaccination
and gene gun immunization were performed as described
previously.28 Briefly, 1 mg of the pBSC.SS.GUS-WT1 plas-
mid was coated onto 0.5mg of 1-mm gold particles and was
delivered by the gene gun at a discharge pressure of 400 psi
into the shaven skin of the abdomen during a single
immunization.
Recombinant Vaccinia Virus
The P13-E/L GUS-WT1 virus was prepared from the
vaccinia virus strain Praha, clone 1329 as described pre-
viously30 using the plasmid pSC59 E/L-GUS-WT1. The
virus was grown in BSC40 cells, purified by sucrose gra-
dient centrifugation,31 and titrated in CV-1 cells.
Cell Culture
The TRAMP-C2 prostate cancer cell line derived from
TRAMP mice (C57BL/6)19 was purchased from the
American Tissue Culture Collection. The cells were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (PAA Labo-
ratories, Linz, Austria) supplemented with 0.005mg/mL
bovine insulin, 10 nM dehydroisoandrosterone, 5% fetal
calf serum (PAA Laboratories), 5% Nu-Serum IV (Sigma-
Aldrich), 2mM L-glutamine, 100U/mL penicillin, and
100 mg/mL streptomycin. To determine the effect of 5-aza-
cytidine (5-azaC) and poly IC on the expression of MHC
class I molecules, TRAMP-C2 cells were grown in their
culture medium supplemented with 5-azaC (Sigma-Aldrich)
or poly IC (Amersham) or 50U/mL IFNg (Peptrotech).
Cells were harvested after 48 hours and stained with rat
anti-mouse H-2K/Db (Serotec, Oxford, UK) and fluo-
rescein isothiocyanate-labeled anti-mouse IgG (Serotec).
The flow cytometry was performed on a Coulter Epics XL
flow cytometer (Coulter, Miami, FL) and analyzed by
FlowJo 7.1.2. software (TreeStar, Ashland, OR).
Tumor Model
A total of 3105 TRAMP-C2 tumor cells in a volume
of 100 mL RPMI were injected SC into the back of synge-
neic mice. Immunization of mice started on the next day
after tumor cells injection. Tumor growth was monitored
weekly by palpation. Some mice were treated with intra-
peritoneal (IP) injection of 1mg anti-TGFb in 500mL PBS
(clone 1D11) or with the same amount of control antibody
(clone MOPC21) twice a week as indicated. In some ex-
periments, the mice were treated with 1 IP injection of
300 mg anti-CD25 (clone PC615.3) in 200 mL PBS 1 day
before tumor challenge. All mAbs were purchased from
BioXCell (W. Lebanon, NH). Some mice were treated with
100 mg 5-azaC in 100mL PBS injected SC near the tumor
starting from day 3 after TRAMP-C2 cells injection twice a
week in a total of 8 doses. In some experiments, mice were
treated with 250mg poly IC in 500 mL PBS injected IP
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weekly starting from day 15 after TRAMP-C2 cells in-
jection as indicated. Differences between tumor growth
curves were analyzed by the 2-way analysis of variance, the
Bonferoni test, at the 95% confidence interval using the
GraphPad PRISM 5.0. Statistically significant differences
were marked by asterisks at the symbol of the group in the
given time point.
Assay of WT1-specific T-cell Responses
Spleens were removed from mice 12 days after the
immunization, and the response of IFNg-producing cells
was determined by enzyme-linked immunosorbent spot
(ELISPOT)-IFNg assay upon stimulation with peptide for
20 hours in vitro, as described previously.32 The baseline-
corrected data were obtained by subtraction of the mean
spot numbers obtained in the presence and absence of
peptide for each mouse The differences between all pairs of
columns in graph were analyzed by the unpaired t test at the
95% confidence interval using the GraphPad PRISM 5.0.
The amount of Treg cells after in vivo depletion using
anti-CD25 was determined by staining with the FoxP3
Staining Buffer Set (eBioscience) and anti-CD4-FITC
(eBioscience), anti-CD25-PE-Cy5 (eBioscience), and anti-
FoxP3-PE (eBioscience) antibodies according to the man-
ufacturer’s protocol. The stained cells were analyzed using
the flow cytometer.
RESULTS
Tattooing the WT1126–134, WT1122–140, and
WT1122–144 Peptides Induced the Antigen-
specific Cellular Immune Response
To evaluate the usage of peptide tattooing for vacci-
nation against self-antigen WT1, we immunized mice with
WT1-derived and control peptides by tattooing in a mixture
with CpG adjuvant. The response was measured by ELI-
SPOT-IFNg. When administered by tattooing, all 3 peptides
derived from the WT1 protein sequence elicited an antigen-
specific response. Immunization with the WT1126–134 peptide
elicited response of only 62.5% of animals in the experiment
shown in Figure 1A, and the difference against any other
group was not statistically significant. However, the same
immunization protocol induced response of 100% of mice in
the repeated experiment shown in Figure 1C. The 19 aa
WT1122–140 elicited the highest response that was detected in
all animals of the group. The mean spot number was sig-
nificantly different from splenocytes of mice immunized with
WT1126–134 and in vitro stimulated with WT1122–140
(P=0.0233) or from mice immunized with WT1122–140 and
in vitro stimulated with WT1126–134 (P=0.0222) (Fig. 1A).
The response was specific for the immunogen WT1126–134 or
WT1122–140 and was not detected using the longer WT1122–140
or WT1122–144 peptide, respectively. Immunization with the
WT1122–140 peptide did not elicit any CD8
+ T-cell response,
because in vivo stimulation with the nonapeptide WT1126–134
that is presented by MHC I Kb and Db molecules did not
induce response of IFNg-producing cells. Therefore, the
nonapeptide WT1126–134 was the only immunogen that in-
duced a CD8+ T-cell response (Fig. 1A). Immunization with
the 23 aa WT1122–144 peptide elicited a lower response shown
in Figure 1B (statistically nonsignificant differences) than the
19 aa peptide (P=0.001). However, the mice immunized
with WT1122-144 recognized both the 19 and 23 aa oligopep-
tides (Fig. 1B). The HPV16 E7 and bcr/abl peptides
were used as positive (P=0.033) and negative controls,
respectively. To check whether the adjuvant activity of CpG
ODN is dose dependent and whether a higher dose does not
suppress the specific T-cell response, we compared the im-
mune responses to the immunogenic peptide E749–57 ad-
ministered together with 50 or 20mg of CpG ODN. The mean
spot number in mice receiving 50mg was twice higher than
that after 20mg of CpG ODN (not shown). Therefore, 50mg
was henceforth used in all experiments.
Tattooing the WT1126–134 Peptide Induced
Higher Immune Responses Than Its SC Injection
Groups of mice were immunized with the WT1126–134
peptide either by tatooing with CpG ODN or by SC in-
jection in a mixture with incomplete Freund adjuvant and
CpG ODN. The WT1-specific response of lymphocytes
isolated from the spleens against the WT1126–134 peptide was
tested by ELISPOT-IFNg. The immunogenicity of the
WT1126–134 peptide was superior when administered with a
tattoo device in comparison with its SC injection
(P<0.001) (Fig. 1C). Similar results were observed in re-
peated experiments.
The Immunization With the WT1126–134 and
WT1122–140 Peptide Vaccines Inhibited the
Growth of WT1-expressing Tumor TRAMP-C2
Only If the TGFb Was Neutralized by Antibodies
The ability of the immune response elicited by the
peptide vaccine to inhibit the growth of a WT1-producing
tumor was determined in mice injected SC with TRAMP-C2
tumor cells. We observed repeatedly no effect of immuniza-
tion when preceded by a challenge of tumor cells (not shown)
and the growth of tumors was not inhibited when vaccine
administration started on the next day after TRAMP-C2
cells injection (Fig. 2A). Therefore, we attempted to break
down the resistance of the TRAMP-C2 tumors to the effect
of WT1- specific T cells. First, Treg cells were depleted by
anti-CD25 antibody injected IP on day 1 before challenge.
The amount of Treg cells was determined in freshly isolated
lymphocytes from pooled lymph nodes of 4 mice or in
splenocytes. Tregs were absent in splenocytes on day 13 after
anti-CD25 administration, whereas 6% of Tregs were found
in untreated mice. The depletion has been observed still on
day 50 when lymph nodes contained 30% less Treg in
comparison with control mice. This treatment did not in-
crease sensitivity of tumors to the effect of immunization
with WT1122–140 (Fig. 2A). The differences between the
growth curves were not significant.
Next, we tried to increase the sensitivity of TRAMP-
C2 cells to immune effectors by upregulation of MHC I
molecules. In vitro treatment with poly IC and 5-azaC in-
creased the amount of MHC class I molecules on the cell
surface of the TRAMP-C2 cells, but the distribution dif-
fered from that on IFNg-treated cells. There were found 2
populations of cells with upregulated MHC I after the
treatment with either poly IC or 5-azaC, whereas only 1
population of MHC I+ cells was observed in the IFNg-
treated cells. The effect of 5-azaC was weaker than that of
poly IC (Fig. 2B). In vitro treatment with 5-azaC did not
affect the expression of the WT1 gene in TRAMP-C2 cells
(Supplementary Figs. 1A–C, http://links.lww.com/JIT/
A240). We have also observed that neither poly IC nor
5-azaC changed the amount of TGFb secreted by cultured
TRAMP-C2 cells (Supplementary Fig. 1D, http://links.
lww.com/JIT/A240). We examined whether 5-azaC or poly
IC could work in synergy with the peptide vaccine in vivo
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(Fig. 2C). The treatment of tumors in situ with multiple
doses of 5-azaC inhibited the growth of tumors. The dif-
ference between group injected with PBS or with PBS+5-
azaC was significant starting from day 32 (P=0.0001).
However, the inhibitor did not significantly enhance the
antitumor effect of the anti-WT1 immunity. The treatment
of mice carrying TRAMP-C2 tumors with a TLR3 ligand
and IFN inducer poly IC also had an antitumor effect
(Fig. 2D) that was significant for all 3 groups receiving poly
IC starting from day 32 (P<0.05) in comparison with the
PBS group. However, the immunization did not enhance the
effect on tumor mass reduction. We found that the only ef-
fective way how the TRAMP-C2 tumors were rendered sen-
sitive to WT1-specific T cells was the neutralization of TGFb
produced by tumors by mAbs. IP injections of 1mg of anti-
TGFb mAb 1D11 or the isotype control MOPC21 were given
twice a week starting from day 3 after injection of tumor cells
(Fig. 3A). The control antibody MOPC21 did not affect sig-
nificantly the growth of tumors. TGFb neutralization retarded
the growth of tumors even in nonimmunized mice, but the
difference between group PBS+ODN+MOPC21 and
PBS+ODN+1D11 was statistically significant only on
day 53 (P<0.001) and not in earlier intervals. Antitumor effect
of the treatment with anti-TGFb monoclonal was more
pronounced in immunized mice where the difference between
WT1122–140+ODN+1D11 group and WT1122–140+
ODN+MOPC21 group was significant starting from day 46
(P<0.05), which implies that immunization worked in synergy
with anti-TGFb. The difference in growth of tumors between
immunized (WT1122–140+ODN+1D11) group and non-
immunized (PBS) group without TGFb neutralization was also
significant starting from day 46 (P<0.05). Further, we ex-
plored whether TGFb neutralization can enhance the an-
titumor effect of immunization with recombinant vaccines
expressing truncated WT1 such as DNA vaccine or re-
combinant vaccinia virus. Mice were injected SC with
TRAMP-C2 tumor cells; immunization with pBSC.SS.
GUS-WT1 DNA vaccine or P13-GUS-WT1 vaccinia virus
started on the next day after the challenge. One group was
immunized by tattooing with WT1122–140 peptide. IP in-
jections of 1mg of anti-TGFb were given twice a week
starting from day 3 after injection of tumor cells. Tumor
growth inhibition was only observed in the mice treated
with peptide vaccine (Fig. 3B), but the difference in com-
parison with nonimmunized control was insignificant sim-
ilarly as in experiment in Figure 3A. Moreover, vaccinia
virus administration accelerated the tumor growth. The
difference was statistically significant only against the group
immunized with peptide vaccine starting from the day 32
(P<0.05). Further, we examined whether the treatment of
mice with poly IC or anti-TGFb had an effect on the im-
mune response against WT1 induced by tattooing. The
differences in the amount of IFNg-producing T cells were
only small and insignificant (Fig. 4).
SC Injection of the WT1126–134 or WT1122–140
Peptide Does Not Inhibit the Formation and
Growth of TRAMP-C2 Tumors
To determine the influence of the route of vaccine
administration on the therapeutic efficiency of peptide
vaccines, tumors were induced and treated by anti-TGFb in
the same way as in the experiment shown in Figure 3A.
Three doses of peptide vaccines were administered by SC
injection. Immunization by the SC injection of peptides in
IFA with CpG ODN did not slow down tumor growth in
comparison with the control (Fig. 3C). Moreover, we ob-
served repeatedly that injection of IFA+CpG ODN ad-
juvant accelerated the formation of TRAMP-C2 tumors in
FIGURE 1. Antigen-specific T-cell response elicited by WT1 peptides of various lengths administered by tattooing or SC injection. Mice
were immunized 3 times at a 2-week (A) or 1-week (B, C) interval with 100 mg of the peptide by tattooing (A–C) and SC injection (C).
Splenocytes were isolated 12 days after the last immunization. The response of antigen-specific T cells was determined in freshly isolated
splenocytes of individual mice by IFNg-ELISPOT in 2 replicates. The background mean values obtained in the absence of the peptide
were subtracted from the mean values obtained in the presence of the peptide for each animal. Responses specific for WT1126–134,
WT1122–140, WT1122–144, bcr/abl (GFKQSSKAL), and HPV16-E749–57 were compared and analyzed by the unpaired t test. The line in
each column represents the arithmetic mean. The cellular immune response was determined in 3 independent experiments (A–C).
ELISPOT indicates enzyme-linked immunosorbent spot; IFNg, interferon-g; SC, subcutaneous; WT1, Wilms tumor gene 1.
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FIGURE 2. Immunization with the Wilms tumor gene 1 (WT1)122–140 peptide has not synergistic antitumor effect with the treatment
with anti-CD25 or 5-azacytidine (5-azaC) or poly IC. Mice (n = 6) were subcutaneous (SC) injected with 3105 TRAMP-C2 cells on day 0
and immunized with 100mg of the WT1122–140 peptide by tattooing on days 1, 8, and 15 (A, C). Antibody against CD25 [300mg/0.2 mL
phosphate-buffered saline (PBS)] was administered on day 1 (A). Starting on day 3, 5-azaC was injected SC in the proximity of the tumor
at a dose of 100mg twice a week to complete a total of 8 doses (C). Mice (n = 6) were SC injected with 3105 TRAMP-C2 cells
pretreated in vitro with 50 U/mL interferon-g (IFNg) for 48 hours before harvesting. The immunization was performed as described in (A)
and (C). Starting on day 15, poly IC was injected intraperitonealy at a dose of 250mg once a week for a total of 6 doses (D). The growth
of tumors is shown as the mean tumor size for each group. The tumor growth curves were compared and statistically analyzed at
individual days using 2-way analysis of variance. The TRAMP-C2 cells were cultured with IFNg (50 U/mL), 5-azaC (0.05mmol/L), or poly
IC (0.5mg/mL) harvested after 48 hours and stained with rat anti-MHC I IgG and secondary fluorescein isothiocyanate-labeled antibody.
The samples were analyzed by flow cytometry (B).
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FIGURE 3. Antitumor effect of therapeutic immunization with WT1 peptides of various lengths administered by tattooing. Comparison
with peptide vaccine administration by SC injection or with recombinant vaccinia virus or DNA vaccine. Mice (n = 6) were SC injected
with 3105 TRAMP-C2 cells on day 0. The animals were immunized with 100mg of the peptide by tattooing (A–C) and SC injection (C)
on days 1, 8, and 15 or with 3106 plaque-forming unit of recombinant vaccinia virus P13-E/L-GUS-WT1 administered IP on day 1 (B)
or with the pBSC-SS/GUS/WT1 plasmid (1 mg) administered by a gene gun on days 1, 8, and 15 (B). Starting on day 3, anti-TGFb
antibody (1D11) (A–C) or control antibody (MOPC21) (A) was administered IP at a dose of 1000 mg twice per week for a total of 6 doses.
The growth of tumors was measured as in Figure 2. The asterisks denote the time point when the mean size of tumors was significantly
different from mean size of tumors in the nontreated control group. IP indicates intraperitoneal; PBS, phosphate-buffered saline;
SC, subcutaneous; WT1, Wilms tumor gene 1.
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comparison with that in nonimmunized mice. The differ-
ence from the nontreated mice was significant between days
18 and 25 (P<0.001).
DISCUSSION
In this study, we evaluated the immunogenicity of 3
different vaccines against the tumor-associated antigen
WT1 protein. These were a peptide vaccine administered
with a tattoo device or by SC injection, a DNA vaccine, and
a recombinant vaccinia virus expressing the truncated WT1
protein fused with the glucuronidase from Escherichia coli.
The usefulness of these types of vaccines in cancer treat-
ment has been demonstrated previously for the vaccines
against the HPV16 E7 oncoprotein.16,26,27 The immuniza-
tion with the GUS-WT1 or SS.GUS-WT1 fusion gene in
the form of the DNA vaccine or recombinant vaccinia virus
had no therapeutic effect against TRAMP-C2-induced tu-
mors and nor was it able to elicit WT1-specific T-cell re-
sponse. It was shown previously that DNA vaccine
containing the complete WT1 sequence8 was immunogenic
and had antitumor effect and that the truncated WT1 can
be used as an immunogen if delivered by adenovirus-
transduced dendritic cells.33 The reason for the low im-
munogenicity of our genetic vaccines containing the trun-
cated WT1 gene could be the fusion gene design that seems
crucial. The fusion with GUS could be more suitable for
immunization against viral than autologous antigens.
In contrast, all 3 WT1-derived peptides administered by
tattooing with CpG ODN adjuvant induced a specific
response of IFNg-producing T cells. The highest response
was elicited by the 19 aa WT1122–140 peptide. This peptide
contains several dominant CTL epitopes (aa 126–134,
130–138) predicted to bind to the mouse Kb and Db class I
molecules22 and also epitopes predicted to bind to mouse
class II molecules. It contains epitopes with affinity to hu-
man class I and class II molecules and has already been
included in a clinically tested peptide vaccine.10 The vac-
cines containing long synthetic peptides in IFA were re-
cently shown to be much more potent than short major
histocompatibility complex class I-binding peptide epitopes
that have been extensively clinically tested. A vaccine
consisting of long peptides from E6 and E7 proteins of
high-risk HPV16 was effective in the treatment of women
suffering from high-grade vulvar intraepithelial neoplasia.34
We also examined whether tattooing with the 19 aa
WT1122–140 peptide containing the MHC I-restricted epit-
ope could induce the response against the CTL epitope
WT1126-134. The splenocytes only responded to the peptide
used for immunization when examined by the ex vivo
ELISPOT-IFNg. The results showed that the immunization
with the 19 aa WT1122-140 peptide using a tattoo device
induced a prevailing Th1 response and was not able to in-
duce a CD8+ CTL response. Results of our study resemble
findings of Gaiger et al22 who observed that the mouse
WT1-specific T-cell clones restimulated in vitro with the
WT1126-134 peptide had no cytotoxic activity against WT1-
expressing cells. This could mean that the CTL epitope
WT1126-134 is not efficiently cleaved from the WT1 antigen.
Inability of splenocytes from mice immunized with long
FIGURE 4. Administration of poly IC or antibodies against TGFb do not affect the antigen-specific T-cell response elicited by the
WT1122–140 peptide administered by tattooing. Mice (n = 4) were immunized 3 times with 100mg of the WT1122–140 peptide by
tattooing at a 1-week interval. Poly IC was injected intraperitoneal at a dose of 250 mg on days 1, 8, and 15 (A). Starting from day 4,
antibodies against TGFb or control antibodies were administered twice a week for a total of 6 doses or once a week for a total of 6 doses
(B). Splenocytes were isolated 12 days after the last immunization. The response of antigen-specific T cells was determined as
in Figure 1. ELISPOT indicates enzyme-linked immunosorbent spot; TGF, transforming growth factor; WT1, Wilms tumor gene 1.
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WT1122-140 peptide to recognize the CTL epitope WT1126-134
could be the result of inefficient processing the WT1 peptide
to yield the WT1126-134 epitope.
It has been shown previously that in IFA-based vac-
cines, synthetic CpG ODN acted as an adjuvant for the
CTL response against class I-restricted peptides.35 CpG
ODN also enhanced the efficacy of tattoo vaccination with
the peptides derived from the HPV16 E7 protein.18 We
confirmed that this effect is dose dependent, as the addition
of 50mg of CpG ODN to the peptide induced higher
numbers of IFNg-producing cells in comparison with 20 mg
of CpG ODN (not shown).
Unlike administration of the WT1 peptide by tattoo-
ing, the SC injection of the peptides in a mixture with CpG
ODN and mineral oil adjuvants elicited no peptide-specific
T-cell immune response and was not able to retard the
growth of TRAMP-C2 tumors.
This finding should be further analyzed to see whether
repetitive injections of high doses of the peptide induce
anergy of reactive T cells or whether poor release of the
CpG ODN leads to a suboptimal stimulation of the anti-
gen-presenting cells. Mineral oil adjuvant is frequently used
in peptide vaccination trials where some combine it with
CpG ODN; however, it has recently been shown that im-
munization of patients with the peptide vaccine including
the WT1 formulated with the Montanide (mineral oil) ad-
juvant and with CpG ODN 7909 has a negative effect on
their CD8+ T-cell responses.36
Antitumor effect of immunization was determined
using the prostate tumor cell line TRAMP-C2 that pro-
duced high amounts of WT1 similar as the human leukemic
cell line K562.22 The previous attempts failed to inhibit the
growth of TRAMP-C2 by immunization against WT1.22 It
has been shown that TRAMP-C2 tumors have available
multiple tolerogenic mechanisms that exert suppressive ef-
fects on T cells, inhibit their priming, and induce their
functional tolerance when they encounter tumor antigen.37
TRAMP-C2 cells secrete large amounts of the im-
munosuppressive TGFb that can subvert the effect of the
immunization. An improved antitumor effect of peptide
immunization targeted at a tumor antigen has been ach-
ieved using neutralization of TGFb by mAb 1D11 similar
to our system in the therapy of mouse glioma38 and against
HPV16-induced tumor TC-1.25 TRAMP-C2 model differed
from the glioma and TC-1 models in 2 aspects: therapeutic
immunization with the peptide vaccine had no any effect on
the growth of TRAMP-C2 tumors and the administration
of 11D1 mAb slowed down tumor development. The dif-
ferences could depend on the level of TGFb production by
a particular tumor cell line. As it was shown that TGFb
plays a principal role in the differentiation and induction of
Tregs, we investigated whether Tregs do mediate im-
munosuppression in our immunotherapeutic model. De-
pletion of Tregs using anti-CD25 antibody did not increase
the antitumor efficacy of immunization with the peptide
vaccine. It seems that TGFb produced by TRAMP-C2
works through other tolerizing mechanisms. As shown in
another immunotherapeutic study,25 the depletion of Treg
cells using anti-CD25 did not enhance the antitumor effect
of immunization with the peptide vaccine against HPV16-
induced tumors. Moreover, it was shown that the enhanc-
ing effect of anti-TGFb antibody on the immunization was
not due to the suppression of either Treg cells or Th17 cells.
In vitro cultured TRAMP-C2 cells have low levels of
surface MHC class I molecules. It has been shown that
epigenetic mechanisms can be involved in the deficient
MHC class I expression in the tumor cells and that the
treatment of the cells with the DNA-demethylating agent
5-azaC induced surface reexpression of MHC class I mol-
ecules in tumor cells.39,40 Consequently, the treatment of
MHC class I-negative HPV16-induced tumors with 5-azaC
increased the effectiveness of the antitumor immune
response.41,42 The IFNg-mediated upregulation of MHC
class I expression in TRAMP-C2 cells was able to activate a
tumor-specific immune response and resulted in the pro-
tection against TRAMP-C2-induced tumors.43 As we found
that the treatment of TRAMP-C2 cells in vitro with 5-azaC
somewhat upregulated the MHC class I expression, we
speculated that in situ injection of 5-azaC might enhance
the effect of WT1-specific T cells against the tumor growth.
The treatment of nonimmunized mice with the TRAMP-C2
tumors with 5-azadeoxycytidine resulted in tumor growth
inhibition. The possible epigenetic mechanisms known to
play a role in the prostate cancerogenesis include methyl-
ation of the promoter of the transcription factor Nrf2 de-
scribed in the TRAMP model44 or methylation of the
promoter of TGFb receptor, which renders the cells in-
sensitive to cell growth regulation by TGFb.45,46 We ob-
served a dominant immunosuppressive effect of TGFb and
no synergy of WT1-specific immunity with 5-azaC treat-
ment. We have not found synergy of immunization with the
treatment with poly IC. Culture of TRAMP-C2 cells in the
presence of poly IC induced upregulation of MHC class I
molecules (Fig. 2B) and inhibition of the growth of the
cultured cells (not shown). It has been described also in
other studies where the induction of apoptosis in prostate
cancer cells by poly IC in vitro was attributed to IFN-
independent activation of intrinsic pathways.47,48 More-
over, it has been shown recently that poly IC significantly
retarded the growth of TRAMP-C2 tumors in vivo where
the direct inhibitory effect was enhanced by the innate im-
munity activated through the TLR-3. The mechanisms in-
clude the effect of inflammatory cytokines, type I IFNs, and
activity of natural killer cells.20 However, the treatment
with poly IC did not modulate the TGFb serum levels in
tumor-bearing mice. It is corroborated by our results where
the immunosuppressive effect of TGFb was dominant.
Our study showed that peptide immunization ad-
ministered by tattooing has an antitumor effect against
prostate tumors producing high levels of TGFb as a neg-
ative regulator of the immune system provided that the
TGF is blocked by the anti-TGFb mAb.
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Cíl práce: Vývoj vakcíny na bázi partikulí podobných myšímu polyomaviru (MPyV-VLP) 




1. Konstrukce chimerických partikulí BCR-ABL VLP. Sekvence o velikosti  
171 aminokyselin ze zlomové oblasti BCR-ABL, vložena do MPyV-VLP.  
2. Nezjištěna přítomnost IgG, ani IgM protilátek specifických proti BCR-ABL, taktéž 
žádna aktivita BCR-ABL-specifických CTL, ani přítomnost IFN+ BCR-ABL specifické 
T-buněčné imunitní odpovědi.  




Podíl na práci: charakterizace připravených vakcín testováním jejich účinnosti na myších;  
hodnocení vakcínami indukované buněčné imunitní odpovědi; stanovení a vyhodnocení 
IFN pozitivní BCR-ABL-specifické T-buněčné imunitní odpovědi testem  






Abstract. Mouse polyomavirus-like particles (MPyV-VLPs)
carrying inside a fragment of the Bcr-Abl hybrid protein
containing the epitope of chronic myeloid leukemia fusion
region were prepared. A sequence encoding 171 amino acids
covering Bcr-Abl breakpoint was fused to the C-terminal part
of VP3 minor protein connecting it to the VP1 capsomeres.
Chimeric particles, the Bcr-Abl VLPs, were tested for their
ability to induce Bcr-Abl specific immune response in mice
after their intranasal (i.n.) or intraperitoneal (i.p.)
administration without any other adjuvants. Bcr-Abl VLPs
induced strong anti-VP1 immune response in both i.n. and
i.p. immunized mice. As expected, neither IgG nor IgM
anti-Bcr-Abl specific antibodies were detected in the sera of
immunized animals. Surprisingly, no specific CTL (cytotoxic
T-lymphocyte) activity was proved using two different methods
(in vitro cytotoxicity assay with CFSE-labeled target cells
and highly sensitive cytotoxicity assay using MHC class I
Bcr-Abl specific pentamers). In addition, no proliferative
response of T-cells of i.n. immunized mice after in vitro
restimulation with antigen-pulsed bone marrow-derived
dendritic cells was observed. Taken together, Bcr-Abl break-
point epitopes appeared to be weak immunogens and even
MPyV-VLPs did not provide sufficient adjuvant ability to
support induction of immune responses specific to Bcr-Abl
fusion zone epitope. 
Introduction
Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by a
reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22.
As a consequence of translocation, parts of the abl gene
become fused with breakpoints of the bcr gene. Resulting gene
products, Bcr-Abl fusion proteins, contain a new sequence of
amino acids in the breakpoint region which is not present in
any other known proteins. The most frequent mRNAs contain
junctions b2a2 or b3a2 (in the second or third bcr exones and
in the second abl exon) resulting in the expression of fusion
protein p210Bcr-Abl. The newly produced fusion protein is
characterized by abnormally high activity of tyrosine kinase
mediated by the SH1 domain of the Abl protein (1). As the
junctional sequences of Bcr-Abl are only expressed in leukemic
cells, they might be promising tumor specific targets for the
immunotherapy. Both human studies in vitro or in vivo and
in vivo mouse model studies have demonstrated that leukemia
associated antigens such as the peptides derived from break-
point region of fused Bcr-Abl protein may serve for immuno-
therapy. Rojas et al (2) reported that the administration of
peptide vaccines derived from b3a2 gene breakpoint generated
T-cell responses in the majority of patients. In a mouse
model, chaperon-rich liver cell lysate embedded with MHC
restricted Bcr-Abl peptide generated potent immunity against
pre-established murine leukemia, in contrast to administration
of the Bcr-Abl peptide alone or chaperon-rich liver cell lysate
without the peptide (3). 
VLPs derived from viruses of different viral families are
being intensively studied as inducers of immune responses
not only against viral capsid proteins themselves but also as
stimulators of immune responses against foreign epitopes
carried by chimeric VLPs (4-6). Previously, we developed
VLPs derived from mouse polyomavirus (7-9). Polyoma-
viruses are small non-enveloped viruses with 5.3 kbp circular
genome DNA. The icosahedral capsid is formed by 72 penta-
mers of the major structural protein VP1. The minor capsid
proteins, VP2 and VP3, are not exposed on the surface of
polyomavirus capsids. Their common C-termini interact with
the central cavity of VP1 pentamers, while their N-termini are
oriented towards the nucleocore. Neither VP2 nor VP3 is
required for VLP formation. VP1 produced in insect or yeast
cells is able to self-assemble into VLPs in the cell nuclei.
VLPs can be formed in vitro from VP1 pentameres produced
in E. coli (7,10,11). MPyV-VLPs, like native virions, enter
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cells by receptor-mediated endocytosis via VP1 interaction
with the ganglioside receptors GD1a or GT1b (12). 
MPyV-VLPs are highly immunogenic, enter different
types of cells including mouse and human dendritic cells
and are able to reach a broad range of mouse tissues after
different types of administration (8,13,14). Several studies
followed the immune responses evoked by MPyV-VLPs. It
was shown that MPyV-VLPs induced both humoral and
cellular immune responses and their application protected
mice against polyomavirus infection (15,16). Furthermore,
exploitation of MPyV-VLPs as carriers of foreign epitopes
has been examined. Several types of chimeric VLPs were
prepared and used in different immunization protocols (17-19).
In some studies, the short epitopes were exposed on the
surface of the particle by insertion into the surface loops of
the major structural protein VP1. 
Previously (13), we studied the model of chimeric MPyV-
VLPs containing enhanced green fluorescence protein
(EGFP) fused with the C-terminal part of the VP3 minor
capsid protein inside the particles (EGFP-VLPs). We showed
that the particles entered mouse and human dendritic cells
efficiently and were processed by both lysosomes and protea-
somes. They induced secretion of interleukin 12 (IL-12) by
mouse and human dendritic cells in vitro. In the following
study (20), we used EGFP-VLPs for immunization of mice.
Splenocytes of immunized mice (restimulated in vitro with
EGFP pulsed bone marrow derived dendritic cells) exhibited
remarkable T-cell proliferative response specific for EGFP
and secreted IL-2 and interferon-Á (IFNÁ). We observed that
splenocytes from mice immunized by EGFP-VLPs exhibited
stronger T-cell proliferation response than splenocytes from
mice immunized by EGFP administered with Freund's
adjuvant. 
In this study, we were interested whether virus-like particles
derived from mouse polyomavirus carrying Bcr-Abl fusion
sequences would be able to promote induction of Bcr-Abl
specific immune response in mice after their intranasal or
intraperitoneal administration.
Materials and methods
Plasmid construction and generation of recombinant baculo-
viruses. Sequences of human fusion protein p210bcr-abl were
obtained from pGD210 plasmid (21). Recombinant baculovirus
was prepared for production of chimeric MPyV-based VLPs,
carrying epitope covering b3a2 breakpoint of Bcr-Abl fusion
protein. For preparation of Bcr-Abl VLPs, the plasmid
(pFastBacDual-VP1/tVP3), carrying the MPyV genes for
the major structural protein, VP1, and the truncated minor
structural protein VP3 (tVP3) under the polyhedrin promoter
and p10 promoter respectively was kindly provided by M.
Marek (unpublished data). Sequence of p210bcr-abl, 171 amino
acids long (aa810-aa981), covering newly created lysine 928
of b3a2 breakpoint was amplified by PCR. PCR primers were
designed to introduce sequences of FLAG epitope upstream
of Bcr-Abl sequences for easy detection of inserted amino
acids. The PCR fragment was inserted into pFastBacDual-
VP1/tVP3 to generate the plasmid pFastBacDual-VP1/
Bcr-Abl171-tVP3, where FLAG-Bcr-Abl sequences were
connected in frame with 5-end of tVP3 sequences. The donor
plasmid pFastBacDual-VP1/Bcr-Abl171-tVP3 was then used
for preparation of recombinant baculovirus, according to
Invitrogen instructions (22) and O'Reilly et al (23).
Cell cultures. Spodoptera frugiperda (Sf9) cells were grown
as monolayer cultures at 27˚C in TNM-FH medium (Sigma)
containing 10% fetal calf serum (FCS, Gibco) as described
by Hink (24). Swiss albino mouse fibroblasts 3T6 were grown
at 37˚C, 5% CO2 in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM; Sigma) supplemented with 4 mM L-glutamine
(Gibco) and 10% FCS.
Antibodies. The following antibodies were used for immuno-
staining and as a positive control for detection of antibodies
by ELISA: anti-MPyV VP1 mouse monoclonal antibody (7),
rabbit polyclonal antibody against the epitope created by
the fusion of Bcr and Abl proteins (25), mouse monoclonal
anti-Flag antibody (Sigma), mouse monoclonal anti-MPyV
VP2/3 antibody (7). Secondary antibodies: Alexa Fluor-488
(green) goat anti-mouse antibody (Molecular Probes) for
immunofluorescence staining, goat anti-rabbit IgG antibody
conjugated with 10 nm gold particles for immunoelectron
microscopy (British Biocell Int.), goat anti-mouse IgG
horseradish peroxidase-conjugated antibody (Bio-Rad) or
goat anti-mouse IgM horseradish peroxidase-conjugated
antibody (Sigma) for detection of specific antibodies in the
sera of mice by ELISA and for Western blot analysis. Rat
anti-mouse CD19 antibody conjugated with PE-Cy5
(ProImmune, Oxford, UK), rat anti-mouse CD8 antibody
conjugated with FITC (ProImmune, Oxford, UK), mouse
anti-mouse MHCII antibody conjugated with FITC (Serotec,
Kidlington, UK) and rat anti-mouse CD86 antibody
conjugated with R-PE (Molecular Probes) were used for flow
cytometric analysis.
Synthetic peptides and MHC class I pentamers. The peptide
covering Bcr-Abl fusion region GFKQSSKAL (9-mer Bcr-
Abl peptide), the control HYLSTQSAL peptide (referred
as irrelevant peptide), both used for pulsing of dendritic cells,
and longer Bcr-Abl peptide (18-mer Bcr-Abl peptide) HSAT
GFKQSSKALQRPVA used for control mice immunization
were synthesized by Clonestar Peptide Services (Prague, Czech
Republic). R-PE labeled murine H2-Kd/GFKQSSKAL MHC
class I pentamers were synthesized by ProImmune (Oxford,
UK).
Preparation of virus-like particles. Insect cells Sf9 were
infected (10 PFU per cell) with recombinant baculovirus
carrying the genes for production of VP1 and Bcr-Abl171-tVP3
or with baculovirus for production of VP1 only. Cells were
harvested 72 h post infection, lysed and virus-like particles
were purified by CsCl and sucrose gradients as described
previously (7). The quality of preparation was examined by
SDS-PAGE, Western blotting and by electron microscopy.
The amounts of VP1 were determined by Bradford method.
SDS-PAGE and Western blot analysis. Purified chimeric VLPs
boiled for 5 min in Laemmli loading buffer were separated
on 10% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were stained with
Coomassie brilliant blue to estimate an average number of
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Bcr-Abl171-tVP3 molecules incorporated into each VLP and
densities of VP1 and Bcr-Abl171-tVP3 bands were measured.
For Western blot analysis, proteins were electro-transferred
onto a nitrocellulose membrane (Sigma). The membranes
were incubated in 5% fat-free milk in PBS for 1 h. Subsequent
immunostaining with primary and secondary antibodies was
carried out by incubation for 1 h and 30 min respectively, with
intensive washing with PBS after both incubations. Proteins
were exposed to X-ray film using chemiluminescence
detection system (ECL, Amersham).
Electron and immunoelectron microscopy. For morphology
analysis, VLPs were adsorbed on carbon-coated parlodion
membrane of electron microscopy (EM) grids and activated
with glow discharge. Grids were then washed in redistilled
H2O and contrasted on a drop of phosphowolframic acid. For
immunoelectron microscopy analysis, grids with adsorbed
VLPs were incubated with a drop of primary antibody, washed
in PBS and exposed to colloidal gold-conjugated secondary
antibody. Grids were washed in redistilled H2O and finally
contrasted by phosphowolframic acid. For detection of Bcr-Abl
epitopes, the VLPs were disassembled into pentamers by
treatment with 10 mM DTT (Roche) prior to adsorption to
uncover epitopes for anti-Bcr-Abl antibody.
Immunofluorescence staining. Cells growing in a 24-well
dish on cover slips were transferred on ice and pseudo-
infected with VLPs (104 VLPs per cell). After 30-min
adsorption of VLPs on the cell surface (at 0˚C), cells were
either fixed immediately or supplied with 0.5 ml of warmed
(37˚C) DMEM with 10% FCS, incubated for 1 h at 37˚C
and then fixed. Fixing (after rinsing cells with PBS) was
performed with 3% paraformaldehyde in PBS for 15 min.
Cells were further permeabilized using 0.5% Triton X-100
(Sigma) in PBS for 5 min. Fixed cells were saturated by
0.25% bovine serum albumin (BSA; Sigma) and 0.25%
gelatin (Sigma) in PBS. Immunostaining with primary and
secondary antibodies was carried out by incubation for 1 h
and 30 min respectively, followed by washing with PBS after
each incubations. 
Mice. Female mice (BALB/c) at the age of 7-10 weeks were
used in the experiments. The experiments were approved by
the local Animal Ethics Committee.
Immunizations. Mice were divided into groups and immunized
intranasally with two doses or intraperitoneally with four
doses of chimeric (or wild-type, composed of VP1 only)
VLPs in two week intervals. Some groups of animals were
immunized with Bcr-Abl peptide (18-mer) twice, first in CFA
(complete Freund's adjuvant) second in incomplete Freund's
adjuvant. The amount of protein used for immunization was
50 μg/dose/mouse. Twelve to 14 days after the last
immunization, animals were bled by tail snipping under total
anesthesia with Narcotan and then sacrified. Spleens were
removed and analyzed.
Bone marrow-derived dendritic cell generation. To generate
mouse bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs), bone
marrow was flushed from femurs and tibias of BALB/c mice.
Cells (1x106 cells/ml) were plated for 5 days in RPMI-1640
medium (Sigma) containing 10% fetal calf serum (Sigma),
antibiotics (100 U/ml of penicillin, 100 mg/ml of strepto-
mycin), 10 mM HEPES buffer and 5x10-5 M 2-ß mercapto-
ethanol (CM, complete medium), and 5% culture supernatant
from a cell line transfected with the murine GM-CSF gene (26)
was used as a source of GM-CSF equal to 100 U/ml rmGM-
CSF. Every second day, the cultures were fed by half volume
of the medium with addition of fresh CM with GM-CSF.
Pulsing of BMDCs with VLPs or Bcr-Abl peptides. Five days
old BMDCs were seeded in 24-well plate at the concentration
of 1x106 cells/well in RPMI medium without FCS. VLPs
composed of VP1 only (5 μg/well) or 18-mer or 9-mer Bcr-Abl
peptide or irrelevant peptide (10 μg/well) were added to the
cultures and incubated at 37˚C in a 5% CO2 incubator. After
1 h, CM was added to the cells and incubation continued for
another 4-20 h. Control (unpulsed) DCs and pulsed dendritic
cells (pDCs) were used as stimulatory cells. To control the
BMDC activation state, the presence of surface markers
CD86 and MHC II was analyzed by flow cytometry. BMDCs
pulsed by lipopolysaccharide (LPS) and untreated BMDCs
served as controls.
Cell proliferation analysis. Single-cell suspensions from the
spleens of BALB/c mice were prepared in CM. Effector cells
(1.5x106) were labeled with 2 μM carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester (CFSE, Molecular Probes) and
cultivated with pulsed or unpulsed DCs (3x105) in 48-well
plate for 4 days. Proliferation of T cells was evaluated by
gradual CFSE dilution in dividing T cells by flow cytometry.
ELISPOT assay. Spleens from mice immunized with Bcr-Abl
VLPs or VLPs composed of VP1 only (wt VLPs) or with
PBS were homogenized 12 days after the last immunization
and lymphocytes were separated as described (27). Pooled
splenocytes were cultivated in vitro in the presence of 0.01 μg
of 9-mer Bcr-Abl peptide or 18-mer Bcr-Abl peptide. After
5 days, the response of IFNÁ-producing cells was detected
by ELISPOT as described previously (27). The spots were
evaluated by the Eli.Scan ELISPOT Scanner (A.EL.VIS,
Hannover, Germany).
Cytotoxicity assay using target cells labeled with two different
CFSE intensities. Spleen cells from immunized mice were
restimulated in vitro by 4-day incubation with DCs pulsed
with VLPs or Bcr-Abl peptide and used as effector cells for
in vitro cytotoxicity assay. VLP and Bcr-Abl peptide pulsed
DCs were labeled with 0.6 μM CFSE for 5 min (high intensity)
and DCs pulsed with irrelevant peptide were labeled with
0.04 μM CFSE for 3 min (low intensity). Both fractions were
adjusted to a similar concentration, mixed at ratios 1:1 and
used as target cells. Effector cells were mixed with target
cells at ratios 100:1, 50:1, 25:1 and incubated in CM in 96-U-
well plate at 37˚C in a CO2 incubator overnight. The decrease
of high CFSE labeled target cells was determined by flow
cytometry analysis.
Cytotoxicity assay using MHC class I Bcr-Abl specific
pentamers. The assay was performed according to Handbook
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of Proimmune company. Single spleen cell suspensions from
immunized and control mice were prepared. Splenocytes
were depleted from red blood cells by 15-min incubation with
fresh ammonium chloride lysing solution (0.15 M NH4Cl,
1 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA in distilled water) in the dark,
at room temperature, washed with PBS and resuspended in
wash buffer (0.1% BSA in PBS). Splenocytes (2x106) were
washed with ice-cold wash buffer and resuspended in the
residual volume (~50 μl). Samples were incubated with 10 μl
of labeled pentamers for 10 min at room temperature shielded
from light. Splenocytes were washed with 2 ml of ice-cold
wash buffer and resuspended in the residual volume. Anti-
CD8 and anti-CD19 antibodies were added and the samples
were incubated on ice for 20 min in dark. Cells were
washed twice with ice cold wash buffer, resuspended in
residual volume and analyzed by flow cytometry.
Detection of specific VP1 and Bcr-Abl antibodies. Maxisorp
96-well plates were coated overnight at 4˚C with either 5 μg
VLPs or 18-mer Bcr-Abl synthetic peptide in 100 μl of PBS
per well. Wells were washed with PBS/Tween-20 (0.1%) and
saturated with 200 μl of 2% milk powder in PBS. After 2-h
incubation at room temperature, the blocking solution was
removed and wells were overlaid with 100 μl of decreasing
dilutions of sera from control or immunized mice and incubated
for 1 h at room temperature. Anti-PyV-VP1 mouse monoclonal
antibody or anti-Bcr-Abl rabbit polyclonal serum was used as
positive control. Wells were washed 4-times with PBS/
Tween-20 (0.1%) and secondary antibodies conjugated with
horseradish peroxidase were added. After 1-h incubation at
room temperature, wells were washed with PBS/Tween-20
(0.1%) and overlaid with 100 μl of substrate solution (ABTS,
Sigma). The absorbance of each well was determined at
415 nm. 
Results
Preparation and characterisation of chimeric MPyV VLPs
carrying epitope of Bcr-Abl fusion protein. Bcr-Abl VLPs
carrying 171 amino acids covering the breakpoint region of
the human Bcr-Abl protein (together with FLAG sequence)
were prepared. FLAG-Bcr-Abl sequences were fused to the
C-terminal part of MPyV minor capsid protein, VP3, which
is responsible for its interaction with the central cavity of the
pentamers formed by the major structural protein, VP1. The
particles were produced in insect cells by expression of the
fused FLAG-Bcr-Abl-tVP3 sequences and wild-type VP1
gene from a recombinant baculovirus. Schema of the particle
structure is shown in Fig. 1A. The ability of the proteins to
assemble into VLPs was determined by electron microscopy.
The incorporation of the fused polypeptide into the capsids
influenced their morphology as shown by negative staining
of isolated particles (Fig. 1C). Chimeric VLPs were larger
and more irregular in comparison with the wtVLPs composed
of VP1 only, but their stability was not substantially affected.
The presence of foreign epitopes fused with tVP3 in purified
particles was proved by SDS-PAGE (Fig. 1Ba), Western
blotting using anti-FLAG antibody, anti-VP2/3 antibody
(Fig.1Bb, c) and immunoelectron microscopy using anti-
Bcr-Abl polyclonal serum (Fig. 1D). As the epitopes were
hidden inside the particles, they could be stained by immuno-
electron microscopy only after their disassembly under the
reducing conditions. 
To estimate an average number of Bcr-Abl171-tVP3 mole-
cules incorporated into each VLP, we measured densities of
VP1 and Bcr-Abl171-tVP3 bands of purified VLPs separated
on SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue.
Theoretically, maximum 72 pentameres of VP1 are available
for t-VP3 interactions in one virus particle. The number of
Bcr-Abl171-tVP3 per particle estimated from densities and
molecular weights of both proteins was 11.4. 
The ability of isolated VLPs to adsorb on the cell surface
and to be internalized by cells was proved by confocal micro-
scopy of cells fixed and stained with anti-VP1 antibody after
adsorption of VLPs on their surface at 0˚C or after adsorption
and 1-h incubation at 37˚C. Morphological changes caused
by incorporation of epitopes had no effect on the Bcr-Abl
VLP assembly and stability and VLPs adsorbed to and
entered cells efficiently as shown in Fig. 2. 
Both intranasal and intraperitoneal immunization by chimeric
VLPs induced high titres of anti-VP1 antibodies but no
anti-Bcr-Abl antibodies. Mice immunized as described in
Materials and methods were bled on day 14 after the last
immunization and the presence of specific anti-VP1 and
anti-Bcr-Abl antibodies was determined by ELISA. In
agreement with our previous results (20), high titers of specific
IgG anti-VP1 antibodies were detected in all immunized
mice (Fig. 3A). In addition, when mice were immunized
intraperitoneally with four doses of VLPs, the titers of specific
anti-VP1 antibodies were much higher than those of mice
after twice intranasal administration (Fig. 3A, black triangles).
However, no specific anti-Bcr-Abl IgG antibodies were
developed in the sera of either intranasally or intraperitoneally
immunized mice (Fig. 3B). Moreover, no specific anti-Bcr-Abl
IgM antibodies were detected by ELISA as shown in Fig. 3C.
Finally, synthetic Bcr-Abl peptide (18-mer) was administered
intraperitoneally in CFA into mice. Neither specific anti-
Bcr-Abl IgG nor IgM antibodies in the sera of immunized
mice were detected (data not shown).
No activation of BMDCs by 18-mer and 9-mer Bcr-Abl peptides
was detected. To investigate the ability of Bcr-Abl VLPs or
18-mer or 9-mer Bcr-Abl peptides to activate dendritic cells,
the expression of CD86 and MHC II on pulsed DCs was
analyzed. After 20 h, cells were harvested and stained for
CD86 and MHC class II and analyzed by flow cytometry.
Increased expression of CD86 and MHC class II was observed
when BMDCs were stimulated with Bcr-Abl VLPs. The level
of expression of MHC II was higher than that induced by
LPS (Fig. 4B). This result was expected and corresponds to
our previous observation of high immunogenicity of MPyV
wtVLPs (20). However, no increased expression of either
CD86 or MHC II was observed on DCs pulsed with 18-mer
or 9-mer Bcr-Abl peptides (Fig. 4).
VLP-pulsed DCs, but not Bcr-Abl peptide-pulsed DCs
stimulated antigen specific proliferation of splenocytes
derived from mice immunized by Bcr-Abl-VLPs. In the first
experiments, mice were immunized intranasally by chimeric
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VLPs. Fourteen days after the second immunization, spleens
from immunized and control mice were removed and single
cell suspensions were used to study T cell-specific proliferative
response. CFSE labeled spleen cells were stimulated for 4 days
with three different types of BMDCs (unpulsed or pulsed with
VLPs or pulsed with 9-mer Bcr-Abl peptide). The proliferative
response (corresponded to CFSE diminution) was determined
by flow cytometry. Fig. 5 shows VP1 specific proliferation of
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Figure 1. Structure and architecture of the analysed MPy VLPs carrying epitope of Bcr-Abl fusion protein. (A) View-through the pentamer composed of
5 molecules of VP1 protein (blue). C-terminal part of minor structural protein VP3 (red) interacts with central cavity of VP1 pentamer and is fused with
Flag-Bcr-Abl epitope (illustrated as yellow pentagon). (Ba) Purified Bcr-Abl-VLPs separated on SDS-PAGE gel stained with Coomassie brilliant blue and
(Bb and c) Western blotting of Bcr-Abl-VLPs using (b) mouse monoclonal anti-Flag antibody and (c) mouse monoclonal anti-VP2/3 antibody followed by
goat anti-mouse IgG antibody conjugated with horse-radish peroxidase. (C) Electron microscopy and (D) immunoelectron microscopy with anti-Bcr-Abl
rabbit polyclonal serum followed by goat anti-rabbit IgG antibody conjugated with 10 nm colloidal gold.
Figure 2. Adsorption (a) and following internalization (b) of Bcr-Abl-VLPs to the cells, sections from confocal microscope. Bcr-Abl-VLPs were adsorbed on
the membrane of mouse fibroblasts 3T6 and fixed 0 min or 1 h post-adsorption. The signal of VP1 protein (green) was visualised using anti-PyV VP1 mouse
monoclonal antibody followed by Alexa Fluor-488 goat anti-mouse secondary antibody and examined by confocal microscope. 
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Figure 3. Specific anti-VP1 and anti-Bcr-Abl antibodies detected in the sera of control and immunized mice. (A) Anti-VP1 IgG antibodies in sera from
intranasally (i.n.) and intraperitoneally (i.p.) PBS- (negative control) or Bcr-Abl-VLP-immunized mice. Anti-VP1 mouse monoclonal antibody served as
positive control. (B) IgG and (C) IgM anti-Bcr-Abl antibodies in sera from intranasally (i.n.) and intraperitoneally (i.p.) PBS- (negative control) or Bcr-Abl-
VLP-immunized mice. Anti-Bcr-Abl rabbit polyclonal serum was used as positive control. 
Figure 4. Activation of dendritic cells by Bcr-Abl-VLPs and 18-mer and 9-mer Bcr-Abl peptides. Expression of CD86 (A) and MHC II (B) surface molecules
by dendritic cells after pulsing by Bcr-Abl-VLPs, 18-mer or 9-mer Bcr-Abl peptides. Untreated DCs served as negative control and DCs pulsed with LPS was
used as positive control.
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T cells of mice immunized by Bcr-Abl-VLPs after stimulation
of splenocytes with Bcr-Abl-VLP-pulsed DCs. However,
no Bcr-Abl specific proliferative response of T cells was
observed when spleen cells from immunized mice were
incubated with Bcr-Abl peptide pDCs (Fig. 5).
Bcr-Abl peptides do not induce INFÁ production in spleno-
cytes derived from mice immunized by Bcr-Abl-VLPs. While
MPyV-VLPs were shown to induce IFNÁ secretion in spleno-
cytes of mice immunized by VLPs (after their restimulation
by VLPs) (20), no significant increase of INFÁ production
was detected in splenocytes of mice immunized by Bcr-Abl
VLPs restimulated by 18-mer or 9-mer Bcr-Abl peptides
(Fig. 6).
VLPs carrying Bcr-Abl epitope do not induce specific Bcr-
Abl cytotoxic activity of T cells. Simultaneously with the
proliferation experiment, the specific cytotoxic activity of
T cells using target cells labeled with two different CFSE
intensities (described in Materials and methods) was
determined. Splenocytes were restimulated with Bcr-Abl
peptide pulsed DCs for 4 days prior to cytotoxic assay. No
Bcr-Abl specific cytotoxicity of T cells, measured by flow
cytometry (as disappearance of DC pulsed with Bcr-Abl
peptide) was observed (Fig. 7). For comparison VP1 specific
cytotoxic activity was performed with two populations of
target dendritic cells (pulsed with irrelevant peptide - low
CSFE and pulsed with VP1-VLPs - high CSFE). The decrease
of high CFSE labeled target cells was 5% for ratio effectors:
targets - 100:1. 
In addition, another cytotoxic assay using MHC class I
pentamers conjugated with Bcr-Abl restricted peptide was
performed. Mice were immunized intranasally or intraperi-
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Figure 5. Proliferation of T cells from mice immunized intranasally by
Bcr-Abl-VLPs. Spleen cell suspensions from immunized mice were re-
stimulated with untreated DCs or DCs pulsed with Bcr-Abl-VLPs or Bcr-Abl
peptide. Specific proliferative response corresponds to CFSE diminution.
One representative experiment is shown.
Figure 6. Secretion of IFNÁ by splenocytes restimulated with Bcr-Abl
peptides. Three groups of mice (3 animals of each group) were immunized
with Bcr-Abl-VLPs (1) or wtVLPs (2) or with PBS (3). IFNÁ production by
splenocytes prepared 12 days after the last immunization was measured by
ELISPOT. 
Figure 7. Cytotoxic response of spleen cells from control and intranasally immunized mice. Spleen cells from mice immunized by Bcr-Abl-VLPs were used
as effector cells after their previous restimulation in vitro by dendritic cells pulsed with Bcr-Abl peptide. DCs pulsed with Bcr-Abl peptide (high CFSE
intensity) and irrelevant peptide (low CFSE intensity) were mixed 1:1 and used as target cells with decreasing ratios of effector cells:target cells (100:1, 50:1,
25:1).
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toneally as described in Materials and methods. Two weeks
after the last immunization, spleens from immunized and
control mice were removed and single-cell suspensions were
prepared. Splenocytes were incubated with labeled MHC
class I pentamers to determine specific Bcr-Abl cytotoxic
T lymphocytes. Simultaneously, cells were stained for CD8
and CD19. Fig. 8 shows that mice immunized by Bcr-Abl
VLPs did not develop any specific cytotoxic response after
both intranasal (Fig. 8A) and intraperitoneal (Fig. 8B) antigen
application.
Discussion
In this study, we have constructed chimeric VLPs derived
from the mouse polyomavirus (MPyV) carrying an epitope of
human fusion protein p210Bcr-Abl of chronic myeloid leukemia,
Bcr-Abl-VLPs. Bcr-Abl fusion protein is intimately associated
with malignant transformation as well as maintenance of
the malignant phenotype in patients with CML and therefore
it might be a potential T cell target. CD4 T cell response
against epitopes derived directly from Bcr-Abl joining region
was reported in a mouse model. In that study, immunization
of mice with 12 amino acid peptides spanning the junction
region of b3a2 together with Freund's adjuvant elicited T cell
responses (28). Some results of peptide vaccinations of
CML patients have demonstrated that b3a2 or b2a2 break-
point epitopes can activate CD4 T cells (29-31). Inspired
by promising results of these groups, we were interested
whether immune responses to the Bcr-Abl joining region can
be stimulated when the epitope will be carried inside MPy
VLPs. Feasibility of transfer of foreign peptides or proteins
by MPy VLPs (anchored inside the particles with common
C-terminus sequence of the minor capsid proteins) was proved
in our previous studies with model EGFP protein (13,20).
Surprisingly, all our present effort to detect a cellular immune
response after different types of administrations into mice
failed. We have confirmed the incorporation of the Bcr-Abl
derived polypeptide carrying the newly formed epitope inside
the purified particles by several methods (Fig. 1B and D).
Similar to EGFP, 171 amino acid long Bcr-Abl peptide
inside the particles changed their morphology. VLPs lost
their regular shape (Fig. 1), however, their stability was not
substantially influenced and irregular chimeric VLPs were
efficiently adsorbed to and internalized by host cells. In our
previous report, MPy VLPs carrying entire EGFP instead of
Bcr-Abl sequences were shown to be efficiently internalized
and processed by dendritic cells (13). 
Immunoelectron microscopy of disassembled VLPs proved
the presence of Bcr-Abl breakpoint epitope inside VLPs.
Theoretically, a possible number of epitope molecules carried
by one VLP is 72 (one molecule for one VP1 pentamer).
The ratio of intensities of VP1 and Bcr-Abl171-tVP3 bands on
SDS PAGE suggests that average number of the epitope
molecules in one particle is 11-12. Tegerstedt et al (17) found
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Figure 8. Detection of Bcr-Abl specific cytotoxic T lymphocytes in splenocytes of immunized mice. Mice were immunized intranasally (i.n., A) or
intraperitoneally (i.p., B) with Bcr-Abl- VLPs (a). The presence of Bcr-Abl specific T lymphocytes (upper right quadrant of each graph) was determined using
MHC class I Bcr-Abl specific pentamer staining. To exclude the background of unspecific binding of labeled pentamer, mice immunized intranasally (Ab) or
intraperitoneally (Bb) with PBS were involved in the experiment.
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morphology of MPy VLPs carrying 683 amino acid long
Her2/neu connected with the entire VP2, the longer one of
two minor capsid proteins, not affected. However, the
estimated number of Her2/neu molecules per 1 particle was
very low (3 molecules per VLP). Surprisingly, these chimeric
particles were able to efficiently protect Balb/c mice from
outgrowth of the Her2 expressing tumor (17). 
As expected, both intranasally and intraperitoneally
immunized mice developed high titers of anti-VP1 specific
but not anti-Bcr-Abl specific antibodies. Similar findings
were obtained with MPy VLPs carrying EGFP in our previous
study (20) or the Her2/neu epitope (17). We detected very
low presence of neutralizing antibodies against VP1 protein
in the sera of intranasally immunized mice (20) suggesting
the possibility of repeating administration of chimeric VLPs
containing ‘hidden’ antigen without being neutralized.
We were not able to detect any anti-Bcr-Abl specific
antibodies (neither IgG nor IgM) in the sera of mice immunized
with Bcr-Abl breakpoint peptide (18-mer) in CFA. However,
the same peptide conjugated with blue carrier immunogenic
protein (Pierce, Rockford IL, USA) induced specific antibody
response in rabbits (25). The rabbit anti-Bcr-Abl polyclonal
serum was used for detection of epitope in immunoelectron
microscopy and as positive control for ELISA. However, the
titer of specific anti-Bcr-Abl antibodies was low (Fig. 3B and
C) suggesting low immunogenicity of the applied peptide. 
The most important component of immune response in
development of anti-cancer vaccine is induction of specific
cytotoxic T-cell immunity against a cancer antigen. To
ascertain whether Bcr-Abl epitope delivered by MPy VLPs
evokes any specific cytotoxic response, we applied two
methods: in vitro cytotoxicity assay with CFSE-labeled target
cells and highly sensitive cytotoxicity assay using MHC class I
Bcr-Abl specific pentamers. Both techniques revealed that
neither intranasal nor intraperitoneal administration induced
cytotoxic activity of T cells. Moreover, in contrast to VLP-
pulsed DCs, Bcr-Abl peptide-pulsed DCs did not stimulate
antigen specific proliferation of splenocytes derived from
mice immunized by Bcr-Abl-VLPs. In contrast, Tegerstedt
et al, who immunized mice with MPy VLPs carrying Her2/neu
antigen inside the particles, proved the presence of anti-
Her2/neu specific cytotoxic T-cells in mice after a single
vaccination with VLPs (17). Moreover, the induced specific
immunity was so high that mice were protected against a
lethal dose of Her2-positive D2F2/E2 tumor cell challenge.
They did not observe anti-Her2/neu positive cytotoxic
activity after immunization of mice with Her2/neu protein
(17). Also in our previous study (20), intranasal delivery of
EGFP by MPy VLPs induced a stronger CD4+ T-cell response
than administration of rEGFP alone. 
Surprisingly, in therapeutically successful experiment of
Tegerstedt et al (17), in vitro upregulation of DC maturation
markers was not observed. However, we did observe upregu-
lation of DC co-stimulatory molecules or other maturation
markers (CD 86, MHCII) by Bcr-Abl VLPs in vitro. Also, in
our previous experiments (13,20), EGFP-VLPs induced
production of IL-12 by DCs in vitro and spleen cells from
EGFP-VLP immunized mice produced IL-2 and IFNÁ after
treatment with DCs pulsed by EGFP-VLPs. Nevertheless,
neither 18-mer nor restricted 9-mer Bcr-Abl breakpoint peptide
activated DCs in vitro. They did not stimulate production of
INFÁ in splenocytes from Bcr-Abl VLP-immunized mice. All
these data suggest that Bcr-Abl breakpoint peptides, as well
as longer portion of Bcr-Abl sequences carried by VLPs, are
weak immunogens. 
Recently, several groups have been working on the
development of vaccine against chronic myeloid leukemia.
In approximately 75% of cases the investigators failed to
elicit in vitro sizable CTL responses to Bcr-Abl epitopes in
healthy donors as well as in patients with CML and found
that Bcr-Abl protein is apparently not an immunodominant
antigen in CML (32,33). Study of Abu-Eisha et al (34) showed
that most normal subjects and CML patients developed no
proliferative responses to the 23-mer b3a2 fusion peptide.
Moreover, no improvement was obtained by using mature
autologous dendritic cells to present the peptide. Intracellular
IFNÁ production by CD4+ T-cells was also not induced by the
23-mer b3a2 peptide (34). 
On the other hand, with mouse model, the research group
of Katsanis (3,35,36) were able to induce Bcr-Abl specific
cytotoxic activity in vivo by vaccination of mice with 12B1
tumor-derived chaperone-rich cell lysate (CRCL) (35) or by
dendritic cells loaded with CRCL (36), or by liver CRCL
(not leukemia derived) embedded with exogenous MHC
class I restricted Bcr-Abl peptide. In contrast to the CRCL
vaccine, when MHC class I restricted Bcr-Abl peptide was
administered to mice alone, survival was similar to those of
negative control (PBS-immunized or liver CRCL Bcr-Abl
peptide-free-immunized) (3). In our hands, no protection of
mice immunized with Bcr-Abl-VLPs was detected when
mice were challenged, each with 3x103 12B1 murine leukemia
cells (37), 12 days after immunization (not shown).
In conclusion, although MPy VLPs proved to be strong
inducers of immune responses in several experiments (17,20)
their unique adjuvant ability failed to support immune response
against carried unique Bcr-Abl epitope. Recently, hypothesis
appeared that not Bcr-Abl itself but genes that are up-regulated
by the Bcr-Abl kinase activity may represent the crucial
antigens for the induction of a cytotoxic T-cell response
against CML cells (33,38). Scheich et al (38) demonstrated
that the constitutively active kinase domain of Bcr-Abl has a
key role in enhancing the immunogenicity of Bcr-Abl cells as
the HLA class I-restricted T-cell responses were dominated
by Bcr-Abl-regulated antigens, and not by Bcr-Abl itself.
This hypothesis and results indicate new approaches in
development of therapeutic vaccines in CML therapy. 
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Cíl práce: Zvýšení imunogennosti a protinádorové účinnosti rVACV vakcín, namířených 
proti HPV16-E7+ nádorům, pomocí ko-exprese solubilní formy receptoru typu II  




1. Konstrukce rVACV vakcín exprimujících SigE7LAMP (imunogennější forma 
onkoproteinu HPV16-E7) s ko-expresí solubilní formy TGFβRII nebo TGFβRII-Fc, 
regulovanou pod časným H5 nebo syntetickým časně/pozdním E/L promotorem rVACV. 
2. Exprese TGFβRII a TGFβRII-Fc neovlivnila množení rVACV in vitro, ani in vivo. 
3. Rozdíly ve vyvolání HPV16-E7 specifické IFN pozitivní T-buněčné imunitní 
odpovědi mezi dvojitými rVACV a rVACV exprimujícími jenom SigE7LAMP byly 
minimální. Byla zjištěna zvýšená buněčná imunita specifická pro VACV-E3 po imunizaci 
dvojitými rekombinantami rVACV. 
4. Produkce TGFβRII pod kontrolou H5 promotoru VACV signifikantně zvýšila 
účinnost rVACV vakcíny při terapii TC-1 nádorů u myší. 
    
 
Podíl na práci: charakterizace připravených vakcín testováním jejich účinnosti na myších; 
hodnocení vakcínami indukované buněčné imunitní odpovědi; stanovení a vyhodnocení 
HPV16-E7 specifické odpovědi pomocí testu ELISPOT-IFNγ a populace CD8+, tetramer 
H-2D
b
/E749-57+ T-lymfocytů; zavedení, standardizace a vyhodnocení testu ELISPOT-IFN 
pro detekci VACV-E3 specifické IFN pozitivní T-buněčné imunitní odpovědi; 
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Therapeutic immunization with double recombinants of vaccinia virus (VACV) co-expressing sTβRII increased rejection
of established TC-1 tumors in C57BL/6 mice in comparison with single recombinant expressing SigE7LAMP. Recombinant 
VACV derived from vaccination strain Praha expressed either the sTβRII (ectodomain) or chimeric protein fused to im-
munoglobulin Fc fragment (sTβRII-Fc-Jun) under control of two different promotors together with the immunogenic tumor
associated antigen HPV16 E7 oncoprotein in a form of SigE7LAMP fusion molecule. The ability of soluble receptors to bind
TGF-β in vitro was proved. Immunization of mice with double recombinant viruses and virus expressing SigE7LAMP only 
led to eliciting similar response of E7 specific CD8+ T cells as detected by IFN-γ ELISPOT.
Key words: HPV16, E7; vaccinia virus; TGF beta; TGF beta receptor II; tumor; immunity
High risk human papilloma viruses (HPV) have been 
identified as the etiological agents of carcinomas of anogenital
tract and they are suspected to be also involved in induction 
of other tumors [1,2]. In 95% of healthy individuals, the im-
mune system can eliminate HPV infections of anogenital tract 
within 12 to 36 months [3,4,5]. The crucial role of Th1 and
CD8+ T cells directed against early proteins E2, E6 and E7 and 
E5 [6] was recognized. Since the expression of E6 and E7 pro-
teins in high-grade precancerous lesions and invasive cancers 
is essential for the induction and maintenance of oncogenic 
transformation of HPV infected cells [7], the E6 and E7 pro-
teins appear, hence, the most suitable antigenic targets for the 
therapy of HPV-induced lesions and tumors. The feasibility of
therapeutic vaccination approach including synthetic peptides, 
recombinant proteins, virus like particles, DNA vaccines, viral 
and bacterial vectors was examined using HPV16-E6 and E7 
expressing tumor cell lines in mice model [8,9,10]. 
Transforming growth factor β (TGF-β) is a pleiotropic cy-
tokine with regulatory roles in processes such as tissue growth 
and morphogenesis or the development of immune responses. 
In the immune system, the TGF-β controls the inhibition 
of immunopathological reactions to self-antigens without 
compromising immune responses to pathogens. Three TGF-β
isoforms are produced by all cells of leukocyte lineages. Most of 
the hematopoetic cells have TGF-β receptors, thus the TGF-β 
cytokines are potent regulators of functions of T cells, NK cells, 
dendritic cells and macrophages which are the most important 
effector cells of anti-tumor immunity. TGF-β inhibits the pro-
liferation of T cells by inhibition of IL2 gene expression and 
through inteference with cell cycle engine [11,12]. The blockade
of Th1 differentiation is mediated through downregulation of
IL12 receptor β2 and synthesis of IFN-γ. Cytotoxic activity 
of CD8+ T cells is inhibited by downregulation of perforin, 
granzyme A/B, Fas ligand and IFN-γ expression [12]. TGF-β 
can convert CD4+T cells to regulatory FOXP3+T cells with 
immuno-suppressive activity [13] which can decrease T cell 
response against tumors [14]. TGF-β abrogates the function of 
NK cells by inhibition of activating receptors and by downmodu-
lation of IFN-γ and TNFα [15]. The interference of TGF-β with
induction of adaptive immune response occurs also through an 
inhibition of maturation of dendritic cells which serve as profes-
sional antigen presenting cells [16]. During tumor progression, 
cancer cells can become resistant to growth-inhibitory activity 
Abbreviations: ELISPOT – Enzyme-linked immunosorbent spot assay; Fc 
– constant fragment containing constant region of immunoglobulin; HPV16 
E2,E5, E6, E7- early genes of human papilloma virus 16; IFN-γ – interferon 
gamma; IgM, IgG – immunoglobulin M, G; IL2, IL12 – interleukine 2, 12; 
LAMP1 – lysosome associated membrane protein 1; NK – natural killer; Q-
PCR – quantitative polymerase chain reaction; rVACV – recombinant vaccinia 
virus; sTβRII- soluble TGFβ receptor type II; TGF-β – transforming growth 
factor β; TK – tymidine kinase
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of TGF-β; they produce increased amount of TGF-β or promote 
its production by surrounding cells [17]. Consequently, TGF-
β produced by tumor cells downregulates immune responses 
to tumor antigens and allows the tumor to evade the immune 
surveillance [18]. There are three possible ways how to avoid
the deleterious effect of TGF-β in the therapy- to use antisense
oligonucleotides, molecular traps or farmacological molecules. 
The enhanced protection against tumor formation and growth
as well as a shift to Th1 and CTL responses were achieved by
neutralization of TGF-β with specific antibodies during im-
munization against tumor antigen [19,20,21]. It has been shown 
that systemic neutralization of TGF-β by soluble TβRII (sTβRII ) 
expressed by EL4 tumor cells was able to prevent suppression of 
tumor specific CD8+ T cell cytotoxicity in vivo [12,22] However, 
a soluble TβRII has approximately 10-times decreased affinity to
TGF-β [23] probably due to its monomeric form; this has been 
overcome with utilization of chimeric sTβRII-Fc [24]. 
The Fc region of human IgG contains several cystein resi-
dues ensuring chimeric molecule dimerization. This facilitates
efficient production and secretion of many different categories
of proteins. The Fc chimeras retain full biological activity, lig-
and-receptor binding affinity and appear to be more uniformly
glycosylated. The Fc region helps also to fix the complement,
to increase the half-life, to cross the blood-brain barrier or to 
easy isolate the molecule through protein A/G binding [25,26]. 
Soluble Fc-receptor molecules have been succesfully used to 
treat the tumors of different origin. The treatment of mammary
tumor cells and primary tumors with TβRII-Fc abrogated the 
TGF-β autocrine signalization loop and increased the apop-
tosis [27,28]. Its expression by MCF-7 human breast cancer 
cells reduced their metastatic potential [29]. The combination
of chemoterapeutic treatment with TβRII-Fc increased the 
inhibition of KAT-4 thyroid carcinoma cells [30]. 
In this study, we enhanced the therapeutic effect of re-
combinant vaccinia virus vector expressing an immunizing 
HPV16-E7 tumor antigen – the fusion protein SigE7LAMP 
– with the co-expression of a soluble TGF-β receptor II in the 
same vector. We found out, that the production of sTβRII sig-
nificantly enhanced the inhibition of growth of TC-1 tumors
in laboratory mouse.
Material and methods
Plasmids. To prepare secreted form of TβRII , the coding 
sequence of the extracellular domain of TβRII was amplified
by semi-nested PCR with primer #1: (5´-CATGGG TCG CGG 
ACT TCT CAG AGG CCTGT-3´) and primer #2: (5´-ATG AAT 
TCC ATGGGT CGCGGA CTT CTC AGAGGC-3´) in the first
reaction, and subsequently with primer #3: (5´-TAAGGC CTG 
CAA CTAGTC AGG ATTGCTGGT-3´) and primer #2 using 
plasmid pcDNA1/Neo-hTβRII containing the complete coding 
sequence of human TβRII as a template (plasmid pcDNA1/
Neo-hTβRII was obtained through the courtesy of H.F. Lod-
ish and H.Y. Lin, Cambridge, USA). The amplified fragment
was inserted into plasmid pCR4-TOPO (Invitrogen) and the 
cloning correctness was verified by sequencing. The resulting
plasmid pCR4-TOPO-TβRII was cleaved with EcoRI and a 478 
bp fragment encoding ectodomain of TβRII was inserted into 
a plasmid pSC59H5 [31] cut with the same restriction enzyme, 
yielding the plasmid pSC59H5-sTβRII. Alternatively, the EcoRI 
fragment was subcloned into pBluescript II SK+ cleaved with the 
same enzyme. Consecutively, the BamHI/HindIII fragment was 
inserted in pSC59H5 cleaved with the same enzymes, yielding 
the plasmid pSC59H5-E/L-sTβRII. 
To prepare plasmids carrying the chimeric gene encoding 
the sTβRII fused with immunoglobulin Fc fragment (TβRII-
Fc-Jun), the pFastbac-TβRII-Fc-Jun plasmid was cleaved with 
EcoRI, HindIII restriction endonucleases (pFastbac-TβRII-
Fc-Jun plasmid was obtained through the courtesy of D. 
Kowalczyk, Poznan, Poland). The isolated 1.4 kbp fragment
was ligated with pBluescript II SK+ cut with the same enzymes. 
The pBluescript-TβRII-Fc-Jun plasmid was subsequently
cleaved with EcoRI and XhoI and the isolated 1.4 kbp frag-
ment was ligated with pSC59H5 cut with the same enzymes, 
yielding a plasmid pSC59H5-TβRII-Fc-Jun. To prepare 
pSC59-E/L-TβRII-Fc-Jun, the H5 promoter was excised from 
plasmid pSC59H5-TβRII-Fc-Jun by SalI and XhoI restriction 
endonucleases and the isolated fragment was ligated.
Recombinant vaccinia viruses. Vaccinia virus strain Praha, 
clone 13 (32) was used as parental virus. The coding sequence
of sTβRII or TβRII-Fc-Jun was inserted in thymidine kinase 
gene behind an early/late H5 promoter or a strong synthetic E/L 
promoter by the method described previously (33). Plasmids 
pSC59H5-sTβRII, pSC59 E/L-sTβRII, pSC59H5-TβRII-Fc-
Jun or pSC59-E/L-TβRII-Fc-Jun were used for generation of 
recombinant viruses which were denoted as P13-H5-sTβRII and 
P13-E/L-sTβRII, P13-H5-TβRII-Fc-Jun or P13-E/L-TβRII-Fc-
Jun. In double recombinants, the sTβRII or TβRII-Fc-Jun coding 
sequence was inserted into vaccinia virus P13-SigE7LAMP 
expressing the fusion gene SigE7LAMP (Sig-signal sequence 
of the lysosome-associated membrane protein1 (LAMP1), 
E7-early protein of HPV16, LAMP-transmembrane and 
intracellular domain of LAMP1) (34). The control virus P13-
SigE7LAMP TK- contains the TK gene disrupted by insertion 
of 11k promoter sequence. Viruses were grown in BSC40 cells, 
purified by sucrose-gradient centrifugation (35) and titrated
in CV-1 cells.
Antibodies. Biotin-labeled purified Rat-α-TGFβ−1 (clone
A75-3) immunoglobulin (BD Pharmingen, USA), Avidin-HRP 
(BD Pharmingen, USA), Goat-α-hTβRII IgG (RD Systems, 
USA), Rabbit-α-Goat-HRP IgG (Jackson ImmunoResearch, 
USA) were used for immunoblotting. Protein-G immobi-
lized on fast-flow agarose was used for immunoprecipitation
(Sigma-Aldrich, USA).
Cells. TC-1 cells [36], were kindly provided by T.C. Wu 
(Baltimore). BSC40, CV-1 and TC-1 cell lines were cultivated 
in modified E-MEM (EPL) medium containing bovine serum
growth-active proteins but no complete serum [37]. HeLa 
cells were grown in D-MEM supplemented with 10% fetal 
bovine serum.
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Immunoblot. The procedure was described earlier (38).
Antibodies used for detections were goat-α-hTβRII IgG (diluted 
1:2000) with secondary antibody Rabbit-α-Goat-HRP IgG(diluted 
1:4000); or Biotin-labeled purified Rat-α-TGFβ−1 (diluted 1:500)
followed by Avidin-HRP-complex (diluted 1:1000). Proteins were 
visualized with the ECL Plus system (Amersham).
TGFβ binding in vitro. CV-1 cells (6.106) infected at a MOI 
of 2 with P13-E/L-sTβRII or P13-E/L-TβRII-Fc-Jun were 
24 h.p.i. washed twice with PBS, the suspension was three 
times freezed/thawed in 4 ml of PBS and the cell debris was 
removed by centrifugation. The virus was removed by filtra-
tion through 0.2 µm filter (Sarstedt, Germany) and the lysate
was concentrated to 0.5 ml using 10kDa cut-off Amicon ultra
centrifugation device (Millipore, USA). 10 µl of the lysate was 
mixed with 5 ng of TGFβ (Peprotech, USA) and 1 µl (250 ng) 
of Goat-α-hTβRII IgG and incubated on ice each for 1 hour 
followed by immunoprecipitation using 10 µl of 50% suspen-
sion of Protein-G agarose beads. The immunocomplexes were
examined by immunoblot for the presence of TGFβ protein.
Animal experiments. Six-week-old C57BL/6 (H2b) female 
mice obtained from Charles River, Germany were maintained 
under standard conditions at the National Institute of Public 
Health (Prague). The experiments were performed in compli-
ance with Act No. 246/92, on animal protection against cruelty 
and Decree No. 311/97 of the Ministry of Health of the Czech 
Republic, on the care and use of experimental animals. For 
immunization mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 
0.5 ml PBS containing sonicated suspension of rVV. To induce 
the tumors, the TC-1 cells were injected subcutaneously (s.c.) in 
the back of mice. Tumor growth was measured weekly. Differ-
ences between growth curves were statistically analyzed by the 
two-way ANOVA. All statistical analyses were performed using 
the Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, San Diego).
Assay of E7 specific T-cell responses. Spleens were removed 
from mice twelve days after the immunization and the response
of IFN-γ-producing cells was determined by ELISPOT-IFNγ 
assay upon restimulation with H-2Db restricted HPV16 E7(49-
57) (RAHYNIVTF) or VACV E3(140-148) (VGVSNSPTF) peptide 
for 20 hours in vitro, as described previously [34]. The mean
spot numbers obtained for peptide-restimulated and control 
cells were analyzed by the unpaired t-test. 
Detection of VACV multiplication in vivo using quantita-
tive PCR (Q-PCR). Mice were anaesthetized with halothane 
(Narcotan, Léčiva, Prague) and sacrificed. The ovaries were dis-
sected, washed in PBS and homogenized. DNA was extracted 
using DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Real-time quantitative PCR 
was performed as described previously [39]
Results
Characterization of vaccinia viruses expressing sTβRII. To 
evaluate the effect of TGF-β neutralization on the immunogenic-
ity and immunotherapeutic potential of vaccinia virus vectors 
against the growth of tumors, we constructed recombinant 
vaccinia viruses expressing extracellular domain of TβRII (Fig. 
1A). Viruses denoted P13-H5-sTβRII or P13-E/L-sTβRII, car-
ried the coding sequence of sTβRII. To enhance the TGF-β1 
binding, we constructed viruses P13-H5-TβRII-Fc-Jun and 
P13-E/L-TβRII-Fc-Jun expressing the chimeric sTβRII fused 
to the Fc region of human IgG and C-terminal Jun fragment 
(TβRII-Fc-Jun) which provides dimerisation and efficient se-
cretion of TβRII (40). The expression was regulated either by
promotor H5 or by E/L. First, we determined the synthesis of 
TβRII in vitro in cells infected with VACV recombinants. HeLa 
cells were infected at a MOI of 1.0 with the parental virus P13 
or with recombinant viruses P13-H5-sTβRII, P13-E/L-sTβRII, 
P13-H5-TβRII-Fc-Jun and P13-E/L-TβRII-Fc-Jun, and receptor 
production in medium and cell lysate was determined 20 hours 
post infection by immunoblot (Fig. 1B). Cell associated sTβRII 
molecules migrated under reducing conditions at m.w. 19 and 
25 kDa. Secreted glycosylated forms of sTβRII of m.w. about 
25 and 32 kDa were found in cell medium. The N-glycosylation
patterns were studied by infection in the presence of tunicamy-
cin (2 mg/ml) where the unglycosylated sTβRII of m.w. 19 kDa 
was found. As we expected, tunicamycin inhibited secretion of 
sTβRII into the supernatants (not shown). Similarly to sTβRII, 
the chimeric soluble sTβRII-Fc-Jun was present both in infected 
cells and in medium (Fig. 1B). The sTβRII-Fc-Jun molecules
migrated around the molecular mass of 65 kDa showing an 
increased glycosylation of the receptor present in medium in 
comparison to the cell associated receptor.
Binding activity of sTβRII. To determine the capability of 
sTβRII and sTβRII-Fc-Jun to bind native TGF-β1 protein in vitro, 
the lysates of cells infected with P13-E/L-sTβRII or P13-E/L-
TβRII-Fc-Jun were incubated with or without TGF-β1 protein. 
The receptor-ligand complexes were immunoprecipitated with
antibody against the TβRII and isolated using immobilized 
protein G. The presence of both the TGF-β1 and the receptor in
samples was determined by immunoblot using specific antibodies
(Fig. 1C). We observed that TβRII specific antibody was able to to
pull down TGF-β1 which was associated either with sTβRII (line 
5) or with sTβRII-Fc-Jun (line 6), so we confirmed the ability of
both the sTβRII and sTβRII-Fc-Jun to bind TGF-β1. The complex
TGF-β1/sTβRII-Fc-Jun was detected also when the receptor was 
incubated with TGF-β1 in the absence of specific antibody against
TβRII (line 4) which is in accord with the presumption that the 
chimeric receptor binds to protein G and that the Jun portion 
does not interfere with protein G-binding domain of Fc fragment. 
Direct binding to protein G was not observed in case of sTβRII 
(line 3). These results were important for the intention to prepare
improved rVACVs useful for vaccination against cancer.
The influence of soluble TGF-β receptor II expressed by
rVACV on E7 specific T cell response. First, we examined 
whether the co-expression of receptors influences the T cell
response to E7 antigen expressed by rVACV. The groups of
mice (n=4) were immunized i.p. with one dose of rVACV 
(3x106 PFU) and the E7 specific cellular immune response to
H-2Db restricted E7 peptide RAHYNIVTF was determined by 
ELISPOT 12 days later. The E7-specific CD8+ T cells among 
freshly isolated splenocytes were detected in all animals immu-
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nized with SigE7LAMP (Fig. 2). There was found no significant
enhancing effect of sTβRII co-expression on the E7 specific
immune response in comparison with P13-SigE7LAMP-TK- 
vector. In contrast to E7 a specific response against the VACV
E3 protein was elevated in groups of animals immunized 
with P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP and P13-E/L-sTβRII-Fc-
Jun-SigE7LAMP; though the difference of the mean was
statistically significant only for the former virus (p=0.035).
The effect of co-expression of soluble TGF-β receptor II
by rVACV on therapeutic immunization against TC-1 tu-
mors. The therapeutic effect of immunization was examined
in animals carrying the tumors of mean area 4.3-6.4 mm2. The
groups of mice (n=6) were s.c. injected with 6x104 TC-1 cells in 
the back. On day 9, they were immunized i.p. with 1x106 PFU 
of rVACV and the growth of tumors was measured up to 60 
days (Fig.3). The experiment was repeated twice with the same
result. In general, the treatment with all SigE7LAMP expressing 
viruses resulted in delayed growth of tumors in comparison to 
the control group injected with PBS. The immunization with
a double recombinant P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP induced the 
regression of TC-1 tumors in all the animals on days 25-50; the 
difference was statistically significant in comparison with control
group injected with PBS (p=0.0062) and with the group im-
munized with P13- SigE7LAMP-TK- (p=0.0327). Surprisingly, 
the expression of chimeric sTβRII-Fc-Jun did not improve the 
therapeutic potential of the vaccine in this arrangement. Fur-
thermore, the positive effect of soluble TGF-β receptors presence
on a tumor growth inhibition was statistically significant only
if co-expressed with SigE7LAMP. The treatment with single
recombinant viruses lacking the expression of a tumor specific
E7 antigen did not exert any effect on the tumor growth.
The effect of sTβRII expression by double recombinants
P13-sTβRII-SigE7LAMP on the multiplication in vivo. As we 
found a significant difference in the immunogenicity and antitu-
mor effect of an immunization with P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP
in comparison with the single recombinant P13-SigE7LAMP-TK-, 
we investigated the possibility that the sTβRII expression might 
have affected virus multiplication in vivo. Mice were injected i.p. 
with 1x106 PFU of rVACVs and the ovaries were collected on days 
0, 3 and 4. The replication of viruses was quantified by Q-PCR
Fig.1 A  Zurkova et al. 


































Fig. 1 Recombinant vaccinia viruses expressing soluble TβRII. (A) Structure of the constructs inserted in the genome of rVACVs. (A) SigE7LAMP fusion gene 
inserted in the nonessential F7L locus behind the 7.5k early/late promoter (p7.5k). (B) TK gene disrupted by insertion of a non-coding DNA sequence. 
(C) Soluble TβRII or (TβRII Fc-Jun), resp. inserted into thymidine kinase locus (TK) under the control of the early/late H5 promoter (pH5) (D) Soluble 
TβRII or (TβRII Fc-Jun) resp. inserted into thymidine kinase locus (TK) under the control of the strong synthetic early/late promoter (pEL). The struc-
ture of recombinants is shown in the table on the right side of figure. (B) Immunoblot analysis of soluble TβRII produced by rVACV in vitro. HeLa cells were 
infected at a MOI of 1.0 for 1 h, washed with PBS and cultivated in serum-free D-MEM. Media (m) and cells (c) were harvested 20 hours p.i. The samples
were analyzed by immunoblot using goat-α-hTβRII IgG and rabbit-α-goat-HRP IgG. The scale in the figure 1 B and C shows kilodaltons (kDa). (C) In 
vitro binding of soluble sTβRII or chimeric sTβRII-Fc-Jun to TGFβ. The concentrated lysate of cells infected with recombinant virus was incubated with 5 ng
of human TGF beta, α-hTβRII IgG (250 ng) and 10 µl of protein G immobilized on agarose beads, each for 1 hour on ice. The immunocomplexes bound
to protein G-agarose were analyzed by immunoblot using α-hTGFβ and α-hTβRII antibodies combined with appropriate secondary antibodies. 
A
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assay in the DNA isolated from the mouse ovaries. Virus multi-
plication on days 0, 3, 4 is shown in Fig. 4. The coexpression of
the sTβRII gene under H5 promotor along with the SigE7LAMP 
fusion construct did not significantly affect the multiplication of
rVACV. We can conclude that the enhancement of antigen specific
T cell immunity and the antitumor effect of P13-H5-sTβRII-
SigE7LAMP were not associated with higher growth rate of the 
recombinant virus in vivo. 
Discussion
This is the first report where it was described, how it is pos-
sible to enhance the immunotherapy of HPV induced tumors 
using live recombinant vaccinia virus vector expressing simul-
Fig. 2 T cell responses elicited by inoculation of sTβRII expressing viruses. 
C57BL/6 mice (n=4) were injected i.p. with 3x106 PFU rVV. Splenocytes 
were isolated twelve days after immunization. Induction of specific CD8+ 
T cells was determined in freshly isolated splenocytes of individual mice 
by IFN-γ ELISPOT. The background mean values obtained in the absence
of the peptide were subtracted from mean values obtained in the presence 
of peptide for each animal. Responses specific for HPV16-E7 protein (full
symbols) and VACV E3 protein (empty symbols) in each group were com-
pared and analyzed by the unpaired t-test. The cellular immune response
was determined in three independent experiments.
Fig. 3 Effect of sTβRII co-expression by P13-SigE7LAMP-TK- on anti-tumor effect of therapeutic immunization. For evaluation of therapeutic efficacy
of recombinant viruses expressing sTβRII and SigE7LAMP, mice (n=6) were s.c. injected with 6x104 TC-1 cells. Nine days later, the animals were i.p. 
injected with 1x106 PFU of the P13-SigE7LAMP-TK-, P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP, P13-E/L-sTβRII-SigE7LAMP, P13-H5-sTβRII-Fc-Jun-SigE7LAMP, 
P13-E/L-sTβRII-Fc-Jun-SigE7LAMP, P13-H5-sTβRII or P13-H5-sTβRII-Fc-Jun virus. The growth of tumors is shown on separate graphs for each of the
tested groups with the fraction of mice developing tumors after 30 days indicated in the upper right corner. The tumor growth curves were statistically
analyzed by comparison with the group treated with P13-SigE7LAMP-TK- using two-way ANOVA. The experiment was repeated twice with similar
results. Here are shown results of one therapeutic experiment.
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taneously the modified HPV specific E7 antigen and a soluble
form of transforming growth factor-beta type II receptor. 
One of the mechanisms involved in tumorogenicity of high 
risk HPVs is based on the ability of E7 protein to upregulate the 
TGF-β expression in transformed cells. There was found a direct
proportion between severity of high risk HPV induced cervical 
lesions and the amount of TGF-β signaling pathway proteins in 
patients´ tissue and serum. These results corroborate with find-
ings that TGF-β1 expression was higher in the high risk HPV 
genome containing cervical cell lines SiHa, HeLa and CasKi 
than in cultured HPV negative cell lines. Moreover, it has been 
shown that knocking down the E7 expression by specificantisense
ODN downregulated also TGF-β expression in CasKi and Siha 
cells [41]. These facts hinted TGF-β as a prospective target for
therapy of HPV associated malignancies. The expression analysis
revealed the presence of TGF-β1 transcripts in HPV16-E6/E7 
transformed TC-1 cell line which was used in this study (M. 
Smahel, personal communication). We speculated that blocking 
of TGF-β might enhance the efficacyof immunotherapyof tumors
originating from TC-1 cells and for this purpose we developed 
recombinant vaccinia viruses (rVACV) expressing soluble TGF-β 
receptors. We chose the strain Prague, clone 13, of vaccinia virus 
for its high immunogenicity and low virulence when compared 
to well known WR strain (42). VACV expressing SigE7LAMP 
fusion protein had been used before for the treatment of E6/E7 
expressing tumors (31). In our experimental model, we used two 
forms of soluble TGFβ receptor II – the first one in a previously
described form of an extracellular sTβRII domain [23] and the 
second one as a chimeric extracellular domain of sTβRII fused to 
immunoglobulin Fc portion tagged with Jun fragment. It has been 
shown previously that chimeric sTβRII-Fc has higher biological 
activity than sTβRII [24]. The C-terminal Jun fragment in our
construct should further increase the TGFβ binding by chimeric 
receptor (D. Kowalczyk, personal communication). Soluble re-
ceptors were expressed by vaccinia virus either under control of 
H5 promoter, which is active mainly in the early phase of VV 
replication cycle, or under control of a synthetic E/L promoter 
that is a potent inducer of strong late phase expression.
Both types of TβRII produced in rVACVs infected cells were 
partially secreted in properly glycosylated form and partially 
remained associated with infected cells as underglycosylated pre-
cursor. Despite of the presumptive weaker expression directed from 
H5 than from E/L promoter, we found surprisingly higher levels 
of sTβRII/sTβRII-Fc-Jun present in cytoplasm of cells infected by 
P13-H5-sTβRII or P13-H5-sTβRII-Fc-Jun at 20 h.p.i. However, 
the amount of soluble receptors released into the medium of all 
rVACVs infected cells was nearly the same in later intervals what 
was the important result for therapeutic experiments. 
In our experimental model, we tried to eradicate tumors 
induced by inoculation TC-1 cells expressing HPV16 E6/E7 
antigens and growing subcutaneously at mice back. We treated 
mice with one dose of recombinant virus; however, the sim-
ple expression of sTβRII by rVACV failed to affect growth of
TC-1 tumors in mice and induced no E7 specific response. It
is in contrast to results of Kontani [43] where administration 
of DNA encoding sTβRII was able to elicit potent immunity 
against ovalbumin in the role of extrinsic tumor antigen [43]. 
The E7 protein present in TC-1 cells is a poor immunogen in
comparison with highly immunogenic ovalbumin and TC-1 
cells are not able to stimulate efficient antitumor response even
if the TGFβ is neutralized by the soluble receptor. Therefore,
we constructed double recombinant viruses carrying both 
the sTβRII and E7 antigen in a highly immunogenic form of 
SigE7LAMP fusion protein. The regression of tumors occurred
only in animals which were simultaneously immunized with 
SigE7LAMP and treated with soluble TβRII mainly with the 
P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP recombinant, whereas none 
of the chimeric sTβRII-Fc-Jun expressing viruses increased 
the therapeutic potential of rVACV. We found, that P13-
H5-sTβRII-SigE7LAMP induced highest amount of the less 
glycosylated sTβRII which remained associated with cells. 
We suppose that anti-tumor activity is not enhanced only by 
secreted receptors, but also by the large amount of intracellular 
underglycosylated sTβRII, which can get away from cells by 
different mechanisms. One possibility is that the cell associ-
ated receptor can be released later due to the cell destruction. 
The rationale for the second way is based on finding, that cells
infected with VACV release plenty of extracellular vesicles 
containing virus encoded products [44] similar to exosomes. 
Exosomes are formed by invagination of the limiting mem-
brane of late endosomes and once released, exosomes can fuse 
with membranes of neighboring cells, delivering membrane 
and cytoplasmic proteins from one cell to another. Membrane 
bound TGF-β might also be delivered by exosomes to CD8+ 
cytotoxic T lymphocytes or to NK cells thus causing their 
Fig. 4 In vivo multiplication of viruses expressing SigE7LAMP and sTβRII. 
Groups (n=4) of C57BL/6 female mice were inoculated i.p. with 1×106 pfu 
of P13-SigE7LAMP-TK- or P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP. The ovaries were
collected at various time intervals after infection. Replication of rVACV in
the ovaries was determined by Q-PCR. Geometric means are shown. The
data were analyzed by the two-way ANOVA. 
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poor functional response [45]. We speculate that intracel-
lular sTβRII which could be released from infected cells via 
exosomes, could neutralize this exosome-bound TGF-β just 
in the blood thus providing enough space for the activation 
of anti-cancer immune response. 
In contrast to the enhancement of anti-tumor activity in 
tumor bearing mice, the co-expression of either sTβRII or 
sTβRII-Fc-Jun by rVACVs did not significantly enhance the
response of HPV16-E7 specific CD8+ T cells either detected by 
ELISPOT-IFN-γ or by tetramer assay (not shown) as we deter-
mined 12 or 26 days after virus inoculation in immunized mice
without tumors. It would be interesting to measure the response 
of INFγ producing T cells to immunization in the tumor bearing 
mice. Moreover, we found that the reduction of tumor growth by 
P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP was not caused even by changed 
multiplication of the virus. In this respect, we can only deduce 
what was the real mechanism of its anti-cancer activity. The
P13-H5-sTβRII-SigE7LAMP could exert the positive effects on
tumor growth inhibition by changes in tumor microenviron-
ment and by the influence on several immune cell populations.
Cellular interactions in the tumor stroma play a major role in 
cancer progression or tumor rejection and taking away their 
stimuli is the step towards faster tumor rejection. The successful
treatment of TC-1 derived solid tumors using P13-H5-sTβRII-
SigE7LAMP could mean that the main target of sTβRII molecule 
is soluble TGF-β produced in tumors. We can conclude that the 
neutralization of TGF-β in combination with eliciting E7 specific
T cell immunity may increase the therapeutic effect of vaccines
directed against HPV associated cancer.
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Cíl práce: Zvýšení imunogennosti a účinnosti rVACV vakcín, namířených proti  




1. Konstrukce rVACV s Flt3L expresí regulovanou pod časným H5 nebo syntetickým 
časně/pozdním E/L promotorem rVACV. Připravené vakcíny ko-exprimovaly Flt3L 
společně s expresí fúzního proteinu SigE7LAMP.   
2. Testování produkce Flt3L in vitro ukázalo vyšší produkci Flt3L pod kontrolou 
promotoru E/L než pod H5, in vivo naopak vyšší expresi Flt3L pod kontrolou H5 než  
pod E/L. Množení těchto virů in vitro a in vivo nebylo ovlivněné produkcí Flt3L.  
3. V některých intervalech po imunizaci jsme detekovali zvýšené množství  
IFNγ+ T-lymfocytů specifických pro HPV16-E7 u dvojité rekombinanty rVACV s expresí 
Flt3L pod H5 promotorem rVACV. 
4. Pozitivní efekt protinádorové imunity vyvolané touto rekombinantou rVACV se 
projevil jak v terapii, tak v protekci myší proti HPV16-E6 a HPV16-E7 pozitivních 
nádorových buněk TC-1. 
5. Zvýšená exprese Flt3L pod H5 vedla k inhibici expanze CD11b+Gr-1+ MDSC a  
k nárůstu CD11b+CD11c+  DC ve slezinách imunizovaných myší.   
    
 
Podíl na práci: charakterizace připravených vakcín testováním jejích účinnosti na myších; 
hodnocení vakcínami indukované buněčné imunitní odpovědi; stanovení a vyhodnocení 
HPV16-E7 specifické odpovědi pomocí testu ELISPOT-IFNγ a populace CD8+, tetramer 
H-2D
b
/E749-57+ T-lymfocytů; stanovení a vyhodnocení testu ELISPOT-IFN pro detekci 
VACV-E3 specifické IFN pozitivní T-buněčné imunitní odpovědi; 
Abstract. Recombinant vaccinia viruses (rVACV) expressing
various tumor-associated antigens have been shown to elicit
anti-tumor effect in numerous experimental models and
clinical trials. We tested the hypotheses that rVACV expressing
biologically active fms-like tyrosine kinase 3 ligand (Flt3L)
would show higher immunogenicity than control viruses
expressing only model antigen and that coexpression of
Flt3L would influence anti-tumor activity of rVACV in
the preventive and therapeutic arrangements of the in vivo
experiment. To answer these questions, we took advantage
of the well-described model of transplanted tumor cells
expressing HPV16 E6 and E7 oncoproteins. To determine the
effects of hFlt3L on the induction of anti-tumor immunity,
we generated live vaccinia viruses that express human Flt3L
regulated by the early H5 or strong synthetic E/L promoter
together with fusion protein SigE7LAMP, which is a
highly immunogenic form of HPV E7 oncoprotein. We tested
Flt3L production in vitro and in vivo. Despite higher
expression of Flt3L from the synthetic E/L promoter in vitro,
the P13-E/L-FL-SigE7LAMP induced lower levels of Flt3L
in the serum of mice than P13-H5-FL-SigE7LAMP. The Flt3L
expression under the strong early VACV H5 promoter is able
to inhibit expansion of CD11b+Gr-1+ myeloid suppressor cells
(MSC) and increase the amount of CD11b+ CD11c+ dendritic
cells in the spleen of mice immunized with vaccinia virus.
Determination of viral DNA isolated from the ovaries of
infected animals did not reveal differences in replication
between rVACVs in this organ. Coexpression of Flt3L by
replication-competent virus P13-FL-SigE7LAMP induced
enhancement of the cellular immune response against HPV16
E7 and VACV E3 proteins as well as increased anti-tumor
efficacy in both the protective and therapeutic immunization
schemes. On the other hand, the short-time Flt3L co-
expression by MVA-H5-FL-SigE7LAMP was not sufficient
to enhance anti-tumor effect of immunization.
Introduction
Vaccinia virus (VACV) infection induces the release of pro-
inflammatory cytokines and chemokines resulting in
stimulation of innate immunity and Th1 biased antigen
specific T cell responses effective in the elimination of virus
infected cells or tumor cells. Therefore, recombinant vaccinia
virus vectors encoding defined viral or tumor-associated
antigens are widely studied as therapeutic anti-viral and anti-
cancer vaccines. It is well established that the immuno-
therapeutic capacity of the vaccinia vector could be enhanced
if biological adjuvants such as cytokines, chemokines or
costimulatory molecules were expressed by the same rVACV
vector as the antigen. These effects on immunotherapy of
tumors were observed with macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) (1), CD40L (2), chemokine MIP3·/
CCL20 (3) or secondary lymphoid organ chemokine
CCL21 (4).
One of the possible mechanisms that leads to enhanced
immunogenicity of such rVACV is that soluble factors
produced by rVACV directly activate professional APCs,
which then better stimulate rVACV-induced immune res-
ponses. This is a well established mechanism observed
following immunization with rVACV expressing GM-CSF
which is a key cytokine for DC development in mice. Another
cytokine which is similarly important for DC development
and maturation in mice, is Fms-like tyrosine kinase 3 ligand
(Flt3L) (5). Flt3L is a growth factor that stimulates in synergy
with other cytokines (SCF, IL-3, GM-CSF) the proliferation
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and differentiation of primitive hematopoietic cells. The
soluble and biologically active form of Flt3L is generated by
cleavage of the primary membrane-associated translation
product. The human and mouse Flt3L extracellular domains
are very similar and therefore administration of hFlt3L to
mice results in the expansion of dendritic cells and increased
frequencies of natural killer cells and B and T lymphocytes.
hFlt3L also enhances DC-mediated immunogenicity in mice
(6) and augments antitumor immunity via activation of CD8+
T cells or NK cells (7,8).
Persistent infection with high-risk human papilloma
viruses (HPVs) can result in intraepithelial neoplasia and
malignant lesions of the lower genital tract. HPVs are also
suspected to be involved in the induction of other tumors (9)
such as head and neck cancer and skin tumors in immuno-
suppressed persons. Papilloma viruses encode several early
proteins such as E2, E5, E6 and E7 which appear as potential
target antigens for therapeutic vaccines. So far, immunization
with live recombinant vaccinia virus encoding HPV-16,18
E6 and E7 has been shown to induce immune responses
and have clinical effects in patients with HPV-associated
neoplasia (10,11).
Based on these facts, we decided to test the hypothesis
that rVACV expressing biologically active Flt3L would show
higher immunogenicity than control viruses expressing only
a model antigen. Second, we wanted to assess how co-
expression of Flt3L would influence anti-tumor activity of
rVACV in the preventive and therapeutic arrangements of
the in vivo experiment. To answer these questions, we took
advantage of the well-described model of transplanted
tumor cells expressing HPV16 E6 and E7 oncoproteins.
Immunization with rVACV expressing HPV E7 leads to
sufficient immunity to render mice resistant to subsequent
challenge with E7-expressing tumor cells under optimal
conditions. Thus, to determine the effects of hFLT3 on the
induction of anti-tumor immunity, we generated live vaccinia
viruses that express human Flt3L together with HPV E7
oncoprotein and determined their immunogenicity in mice.
Our results might help in the development of new vaccinia
virus-based vaccines and provide new information on Flt3L
as an immune adjuvant.
Material and methods
Recombinant vaccinia viruses (rVACVs). The coding sequence
of a soluble isoform of Flt3 ligand (ID number - U29874)
was expressed under the control of the early H5 promoter or
strong synthetic E/L promoter by the recombinant vaccinia
virus strain Praha, clone 13 (Fig. 1) (12). The plasmid
pHUFLT3L obtained from Immunex (now a wholly owned
subsidiary of Amgen) was digested with EcoRI and StuI and
the fragment containing the cDNA of Flt3 ligand was ligated
with pSC59-H5 (13) cleaved with the same enzymes yielding
the pSC59-E/L-FL plasmid. Removal of the E/L promoter
from this plasmid by subsequent digestion with BamHI and
EcoRI, Klenow fragment treatment, and joining the molecule
with T4 DNA ligase resulted in the second plasmid named
pSC59-H5-FL. The plasmids were used for transfer of Flt3-L
into the VACV genome in the thymidine kinase locus (TK)
by the method described previously (14). For evaluation
of the effect of Flt3-L on immunogenicity and immuno-
therapeutic potential of viral vectors against the growth of
tumors, we prepared double recombinants where the E7 onco-
protein of human papillomavirus 16 in a highly immunogenic
form of SigE7LAMP fusion protein is also coexpressed. In
double recombinants, the Flt3-L coding sequence was inserted
into vaccinia virus P13-SigE7LAMP expressing the fusion
gene SigE7LAMP (Sig-signal sequence of the lysosome-
associated membrane protein1 (LAMP1), E7-early protein
of HPV16, LAMP-transmembrane and intracellular domain
of LAMP1) (15). The viruses were denoted as P13-H5-FL-
SigE7LAMP and P13-E/L-FL-SigE7LAMP. The control
virus P13-SigE7LAMP TK- was prepared by recombination
with plasmid p11K which contains the TK gene disrupted
by the 11k promoter and the multiple cloning site. The virus
P13-pS2S with expression of hepatitis B virus envelope
antigen was described previously (16). Recombinant P13
viruses were grown in BSC40 cells. Viruses were purified by
sucrose-gradient centrifugation (17) and titrated in CV-1 cells.
Detection of Flt3L. Human Flt3L in culture media and
mouse sera was detected by ELISA (R&D Systems Inc.). To
detect intracellular Flt3L, Hela cells infected with virus were
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Figure 1. Genome structure of rVACV expressing SigE7LAMP and Flt3L. SigE7LAMP fusion gene was inserted in the non-essential F7L locus behind
the 7.5k early/late promoter (p7.5k). The Flt3L coding sequence was inserted into thymidine kinase locus (TK) and its expression was controlled either
by the early/late H5 promoter (pH5) or a strong synthetic early/late promoter (pEL). In the P13-SigE7LAMP virus the TK gene was inactivated by
insertion of a non-coding DNA sequence.
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resupended in 1 ml of fresh medium and lysed by freezing
and thawing. Released Flt3L was determined in the super-
natant separated by centrifugation.
Cells. HPV16 E6E7-expressing TC-1 cells, derived from
C57BL/6 mouse (18), were kindly provided by T.C. Wu
(Baltimore). BSC40, CV-1 and TC-1 cell lines were cultured
in modified E-MEM (EPL) medium containing bovine serum
growth-active proteins but no complete serum (19).
Virus infection of mice. Six-week-old C57Bl/6 (H-2b) female
mice were obtained from Charles River, Germany. Animals
were maintained under standard conditions at the National
Institute of Public Health (Prague). The experiments were
performed in compliance with Acts Nos. 246/92 and 77/2004
on animal protection against cruelty and Decree No. 311/97
of the Ministry of Health of the Czech Republic, on the care
and use of experimental animals. Mice were injected intra-
peritoneally (i.p.) with 0.5 ml or intramuscularly (i.m.) with
0.1 ml PBS containing sonicated suspension of rVACV.
Quantitative PCR (Q-PCR). Mice were anesthetized with
halothane (Narcotane, Léciva, Praha) and sacrificed. The
ovaries were dissected, washed in PBS and homogenized
in 0.4 ml PBS using an Omni tissue homogenizer TH-220
(Cole-Parmer) with disposable probe tips, 65 mm. DNA was
extracted from 50 μl of homogenate by using the tissue
protocol of the DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
To produce RNA-free DNA the samples were treated for
2 min with 4 μl of RNase A (100 mg/ml) added prior to
the addition of buffer AL. Real-time quantitative PCR was
performed on 2 μl of total DNA in a 20-μl reaction volume,
0.2 mM dNTPs, 5 mM MgCl2, forward primer 5'-TTG GCA
ATA GTC CGT GTA ATC-3' (300 nM), reverse primer
5'-ATA CTT AAT CAT GTC GCC GAC-3' (300 nM), and a
Taqman probe 5'-CCA GTA ACA CGA GCT GGT GCT
TGC TAG-3' BHQ1-FAM (250 nM). The reaction was
analyzed by using the real-time quantitative PCR apparatus
Rotorgene 3000, Corbett Research (Cambridge, UK). Plasmid
DNA containing the amplified fragment was used to
construct the standard curve and to quantitate the amount of
viral DNA. The amount of viral DNA was normalized to
the total amount of DNA in each sample. The detection limit
was 7 genome copies per 100 ng of total DNA. Correlation
analysis of VACV DNA and Flt3L in mouse samples was
calculated by the non-parametric Spearman test.
Assays of immune response. T cell responses were detected
as described previously (15). In brief, the spleens were
removed from mice 12 days after the immunization. The
response of IFN-Á-producing cells was determined by
ELISPOT-IFNÁ assay upon restimulation with H-2Db restr
icted peptides derived from HPV16 E7(49-57) (RAHYNIVTF)
and VACV E3(140-148) proteins for 6 days in vitro. The values
obtained for individual mice were analyzed by the unpaired
t-test. E7-specific CD8+ CTLs were detected by tetramer-
staining assay using the R-phycoerythrin labeled H-2Db/
E7(49-57) tetramer reagent (PeliMer, Sanquin, NL). The stained
cells were analyzed on a Coulter-Epics XL flow cytometer
(Beckman Instruments). The mean fluorescence values
obtained for peptide-restimulated and control cells were
analyzed by the unpaired t-test. Detection of VACV specific
antibodies was described earlier (20).
Flow cytometry detection of surface molecules on splenocytes.
The spleens were mechanically disrupted and a single-cell
suspension was acquired after red blood cell lysis using ACK
buffer (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3 and 0.1 mM EDTA).
Cells were stained with fluorescently conjugated mAbs
CD3-FITC, CD4-FITC, CD8-FITC, CD11b-PE, CD11b-
FITC, CD11c-PE, F4/80-PE and Gr-1(Ly6G-FITC). F4/80-
PE mAb was purchased from ABD-Serotec and the other
mAbs were supplied by BD PharMingen (San Diego, USA).
Expression of surface molecules was determined by flow
cytometry using a Coulter-Epics XL flow cytometer (Beckman
Instruments) and FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, USA)
software.
Tumor induction. To induce the tumors, the TC-1 cells
were injected subcutaneously (s.c.) into the back of C57Bl/6
mice. Tumor growth was measured weekly. Differences
between survival curves were statistically analyzed by two-
way ANOVA. All statistical analyses were performed using
Prism 4.0 software (GraphPad Software, Inc, San Diego,
USA).
Results
Expression of hFlt3-L from recombinant VACV. To enhance
immunogenicity of recombinant VACV, we constructed
recombinant VACVs that express the Flt3L coding sequence.
As the murine and human Flt3L cross-react, we decided
to use the human Flt3L soluble isoform. The expression
was controlled either by the early VACV H5 promoter or
strong synthetic E/L promoter. We initially examined hFlt3L
production in vitro using human FL-ELISA. Hela cells
(1.5x105) were infected with P13-H5-FL-SigE7LAMP or
P13-E/L-FL-SigE7LAMP at MOI 1 and cultured in 1 ml
D-MEM. The production of intracellular and secreted Flt3L
was followed up to 30 h post infection (p.i.) (Fig. 2A). The
total amounts of hFlt3L produced were 143 pg/103 cells and
540 pg/103 cells for P13-H5-FL-SigE7LAMP and P13-E/L-
FL-SigE7LAMP viruses, respectively. At a late stage, infection
with P13-E/L-FL-SigE7LAMP resulted in a higher proportion
of intracellular Flt3L compared to P13-H5-FL-SigE7LAMP
with no observed accumulation of Flt3L inside cells.
In the next step, we determined the concentration of
hFlt3-L in sera of mice infected intraperitoneally with 1x106
PFU (Fig. 2B). The mean concentrations of hFlt3-L on day
4 following virus administration were 92.3±31.3 pg/ml and
49.3±16.3 pg/ml for P13-H5-FL-SigE7LAMP and P13-E/L-
FL-SigE7LAMP, respectively. On the following day, the
hFlt3-L levels decreased and on day 6 all sera were negative.
In repeated experiments we observed increase of hFlt3L
levels in serum following infection with the peak on day 4.
Control viruses without hFlt3L gene elicited no increase of
hFlt3L concentration in serum at any interval after infection.
VACV multiplication in vivo. As we found a great difference
in hFlt3-L production by P13-E/L-FL-SigE7LAMP after
infection in vitro and in vivo, in the next step, we tested
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whether hFlt3-L expression affected multiplication of recom-
binant viruses in vivo. The replication of viruses was quantified
by Q-PCR assay in DNA isolated from the mouse ovaries.
Mice were injected i.p. with 1x106 PFU and the ovaries were
collected on subsequent days. The results of repeated expe-
riments were similar. The amount of viral DNA in ovaries
increased gradually from inoculation to day 4 and then
dropped. Comparison of multiplication of different viruses
on days 0, 4, 5 and 6 is shown in Fig. 2C. The co-expression
of the hFlt3L gene did not affect significantly multiplication
of rVACV which expressed the SigE7LAMP fusion construct
as the second insert. Distinct amounts of DNA detected
repeatedly on day 0 were due to an increased amount of
defective virus particles present in the inoculum. Multi-
plication of both Flt3L-expressing viruses correlated well
(Fig. 2D) with the FLt3L produced in the ovaries on days 4,
5 and 6 (r=0.96-0.97; p<0.0001). Multiplication of P13-H5-
FL-SigE7LAMP also positively correlated with Flt3L found
in mouse serum (r=0.62; p=0.03) whereas release of Flt3L
expressed by P13-E/L-FL-SigE7LAMP seemed to be sup-
pressed because concentration of Flt3L in serum did not
correlate with the amount of virus DNA in ovaries (r=0.25,
p=0.4).
Coexpression of hFlt3-L increased the immune response
induced by rVACVs in mice. We assessed whether hFlt3L
had any effect on specific CD8+ T cell responses against
antigens expressed by the same virus. Mice were injected
i.p. with a single dose of 3x106 PFU of P13-SigE7LAMP TK-,
P13-H5-FL-SigE7LAMP or P13-E/L-FL-SigE7LAMP. The
splenocytes were collected at two intervals: 12 days or 5
weeks after infection. The cells were cultured for 6 days
with immunodominant nona-peptides derived from papilloma
virus 16 early protein E7(49-57) and from vaccinia virus early
protein E3(140-148). The T cell response was determined by
ELISPOT-IFNÁ and E7-tetramer assays. As shown in Fig. 3,
coexpression of hFlt3L increased the frequency of antigen-
specific T cells detected by ELISPOT-IFNÁ (A) and tetramer
(B) assays when collected 12 days after immunization.
However, the enhancing effect of hFlt3-L coexpression on
cellular immunity was only observed at the early interval.
Five weeks after immunization, similar HPV16-E7-specific
response to restimulation with peptide was induced by all
three recombinants (C and D). To find out whether hFlt3L
coexpression also affected the humoral immune response
against vaccinia virus proteins, the mouse sera were tested by
ELISA for the presence of anti-VACV antibodies (Fig. 3E).
The mean absorbance values were 0.30±0.09 SE, 0.27±0.04
SE and 0.32±0.06 SE for P13-SigE7LAMP TK-, P13-H5-FL-
SigE7LAMP and P13-E/L-FL-SigE7LAMP, respectively.
Though no significant differences in total anti-VACV immuno-
globulin were observed, antibody responses elicited by P13-
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Figure 2. Characterisation of VACV expressing hFlt3L. (A) Production of hFlt3L in vitro was determined in Hela cells infected at MOI 1 with either P13-
E/L-FL-SigE7LAMP or P13-H5-FL-SigE7LAMP Flt3L. Concentration of hFlt3L was determined by ELISA in cell lysate and in medium at various intervals
after infection. (B) Production of hFlt3L in vivo was determined by ELISA in sera of 6-week-old C57Bl/6 (H-2b) female mice inoculated i.p. with 1x106 PFU of
either P13-E/L-FL-SigE7LAMP or P13-H5-FL-SigE7LAMP on days 0, 4, 5, 6 and 7 p.i. (C) Replication of rVACV in the ovaries was determined in mice
inoculated with P13-SigE7LAMP TK-, P13-H5-FL-SigE7LAMP or P13-E/L-FL-SigE7LAMP as in (B). DNA was determined in the ovaries by Q-PCR on
days 0, 4, 5 and 6. (D) The animals from experiment (B) were also examined for VACV DNA and Flt3L in ovarian extracts. The graph shows correlation
analysis between Flt3L in the serum and ovaries and multiplication of VACV in the ovaries in samples from days 4, 5 and 6.
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H5-FL-SigE7LAMP virus were the lowest. When we analysed
IgG isotypes in the anti-VACV humoral immune response,
we found again that P13-H5-FL-SigE7LAMP elicited a
significantly lower IgG1 response than P13-SigE7LAMP TK-
control virus.
Coexpression of hFlt3L improved preventive and therapeutic
immunization against the growth of TC-1 tumors. Given the
significant enhancement that we found in the T cell response,
we examined whether hFlt3L coexpression during immu-
nization could also affect protection against the subsequent
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Figure 3. T cell response induced in mice by immunization with rVACVs expressing hFlt3L. Six-week-old C57Bl/6 (H-2b) female mice were injected i.p.
with one dose 3x106 PFU of P13-SigE7LAMP TK-, P13-H5-FL-SigE7LAMP or P13-E/L-FL-SigE7LAMP. The response of CD8+ T cell lymphocytes specific
for HPV16-E7 (full symbols) and VACV-E3 protein (shaded symbols) in individual mice was determined either 12 days (A and B) or 5 weeks (C and D) later
by IFN-Á ELISPOT (A and C) and tetramer (B and D) assays. The antibody response against VACV was measured in sera collected 5 weeks after virus
administration (E). The columns represent mean ± SEM. The data were analyzed by two-way ANOVA. P-values stand for significance of the difference
from the P13-SigE7LAMP TK- virus.
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formation of TC-1 tumors expressing the E7 oncoprotein
and whether treatment with the double recombinants could
induce regression of already formed tumors. In the preventive
immunization scheme, mice were immunized with a single
i.m. dose of 1x106 PFU rVACV and they were challenged
with 3x104 TC-1 cells s.c. two weeks later. Immunization
with P13-H5-FL-SigE7LAMP significantly inhibited tumor
formation and slowed tumor growth compared with the P13-
SigE7LAMP TK- virus (survival curve, p=0.11) (Fig. 4A).
Inoculation of P13-H5-FL virus, which does not express E7
antigen, had no effect on the growth of tumors in comparison
with mock-infected mice. Next, we determined the effect
of hFlt3L coexpression on therapeutic immunization with
rVACV. Mice were injected s.c. with 6x104 TC-1 cells 9
days later. When every mouse had a tumor, a single i.p. dose
of 1x106 PFU rVACV was given. Immunization with all
three recombinants inhibited tumor growth; nevertheless,
the highest tumor regression (3/6) was induced by P13-E/L-
FL-SigE7LAMP eventhough the differences were not stati-
stically significant. Also P13-H5-FL-SigE7LAMP increased
the proportion of tumor-free mice (2/6) in comparison with
the P13-SigE7LAMP TK- virus (1/6) (Fig. 4B).
Coexpression of hFlt3L under H5 promoter protected  mice
from expansion of myeloid CD11b+Gr-1+cells. To determine
the effect of hFlt3L expressed by P13-SigE7LAMP on the
immune cells, we quantified the major subpopulations of
cells and assessed their maturation status in the spleens
of infected mice by flow cytometry using surface markers
CD3, CD4, CD8, CD11b, CD11c, F4/80 and Gr-1(Ly6G)
on days 4, 8, 12, 20 and 35 after administration of 1x106
PFU rVACV. Injection of each of the viruses induced an
increase in spleen cellularity on days 4 (193%) and 8 (174%)
comparatively to non-injected mice (100%). The spleens
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Figure 4. The effect of hFlt3L coexpression on the protective and therapeutic anti-tumor effects of immunization with rVACV. (A) Six-week-old C57Bl/6
(H-2b) female mice (n=14) were injected i.m. with one dose of 1x106 PFU of either P13-SigE7LAMP TK-, P13-H5-FL-SigE7LAMP, P13-E/L-FL-
SigE7LAMP, P13-H5-FL or mock infected. Two weeks after immunization, the animals were challenged s.c. with 3x104 TC-1 tumor cells and the growth of
tumors was monitored up to 73 days. (B) For evaluation of the therapeutic efficacy of double recombinants, mice (n=6) were injected s.c. with 6x104 TC-1
cells. Nine days later, the animals were once immunized i.p. with 1.106 PFU P13-SigE7LAMP TK-, P13-H5-FL-SigE7LAMP or P13-E/L-FL-SigE7LAMP
or mock infected. The growth of tumors in individual animals is shown in separate graphs for each group and the fraction of tumor-free mice at the end of
the experiment is indicated in the upper left corner of each graph. The data were statistically analyzed by comparison of survival curves of tumor-free
animals (A) using the log-rank test. Representative results from two out of four independent challenge experiments are shown.
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Figure 5. The effect of Flt3L coexpression on surface molecules of splenocytes of infected mice. Six-week-old C57Bl/6 (H-2b) female mice (n=6) were
inoculated i.p. with 1x106 PFU of P13-H5-FL-SigE7LAMP, P13-E/L-FL-SigE7LAMP, P13-SigE7LAMP TK- or mock infected. Splenocytes were collected
and analyzed by flow cytometry 5 weeks after infection using Gr-1(Ly6G), CD11b and CD11c specific MAbs. The p-values represent significant differences.
Insets on the right side show examples of detection of specific markers on the surface of cells.
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normalized by day 12. All three viruses induced temporary
depletion of CD4+ cells during the phase of intensive virus
multiplication between days 4 and 8, which was followed
by an increase in CD4+ counts on day 20 that exceeded
non-significantly those in naïve mice found on day 0. The
population of Gr-1+, CD11b+ and double positive cells in the
3 groups did not significantly change in comparison with
naïve mice until day 20. However, an increase in Gr-1+,
CD11b+ and double positive cells was observed 5 weeks
after infection with P13-E/L-FL-SigE7LAMP which induced
low levels of Flt3L in serum only and with P13-SigE7LAMP
TK- control virus. On the other hand, the production of
Flt3L by P13-H5-FL-SigE7LAMP protected animals from
expansion of Gr-1+ and CD11b+ cells (Fig. 5). Moreover,
P13-H5-FL-SigE7LAMP virus also induced an increase in
the CD11b+CD11c+ cell population which is referred to as
spleen dendritic cells. The other surface molecules CD3,
CD8, and F4/80 were not influenced by virus infection at
any interval.
Discussion
In this study, we examined the immunomodulating effect of
Flt3L expression and its impact on therapeutic anti-cancer
activity of immunization with vaccinia virus recombinants
expressing E7 antigen of human papilloma virus 16. 
Recombinant vaccinia viruses expressing GM-CSF, a
growth factor of myeloid dendritic cells, have already been
tested with success in clinical immunotherapy of tumors.
For the same purpose, we have constructed vaccinia virus
recombinants expressing Flt3L which is known to induce
expansion of plasmacytoid dendritic cells in vitro and to have
adjuvant and anti-tumor activity in vivo. The gene encoding
the secretory form of Flt3L was regulated by two promoters
of different strengths during the early and late periods of
infection. We observed that despite very high expression of
Flt3L from the synthetic E/L promoter in vitro, the P13-
E/L-FL-SigE7LAMP induced low levels of Flt3L in serum
of inoculated mice. The peak of virus DNA in the ovaries
coincided with the maximum serum Flt3L levels and appeared
4-5 days after infection of mice. It has been shown earlier
that high levels of IL12 produced by recombinant vaccinia
virus suppressed substantially virus multiplication, which
resulted in lower cytokine production in vivo than in vitro
(21,22). To decide whether low Flt3L production by P13-
E/L-FL-SigE7LAMP could be explained by this mechanism,
we quantitated viral DNA isolated from the ovaries of infected
animals and found the replication levels of all three viruses
to be similar. We have not observed significantly different
levels of VACV-specific antibodies in mice infected either
with P13-E/L-FL-SigE7LAMP or P13-SigE7LAMP which
can be regarded as a second indirect evidence of unrestricted
multiplication in vivo. We have demonstrated that co-
expression of the hFlt3L coding sequence has not signi-
ficant effect on multiplication of recombinant vaccinia virus
expressing SigE7LAMP.
Next, we characterized the adjuvant activity of Flt3L
when coexpressed by a replication-competent vaccination
vector. We found that the response of antigen specific CD8+
T cells expressed by the double recombinant was enhanced
by coexpression of Flt3L and that the enhancing effect
depended on the amount of Flt3L released from infected
cells in vivo. P13-H5-FL-SigE7LAMP, which produced the
highest amount of Flt3L in vivo, was the most immunogenic
of all three viruses. An enhanced CD8+ response was found
to the peptide derived from SigE7LAMP protein which was
expressed under the 7.5k early/late promoter, and also to
VACV E3 protein that is controlled by the early promoter of
the E3L gene. It was noted, that enhancing effect of Flt3L
was higher in population of functional IFNÁ secreting cells,
detected by ELISPOT, than in population positive for
phenotypic markers in tetramer assay, which could include
exhausted and anergic CD8+ T cells. The enhanced response
of CD8+ T cells was accompanied by a lower antibody
response particularly of IgG1 isotype. Such findings indicate
that Flt3L coexpression shifted the immune response elicited
by VACV towards Th1 type. In the present study, the
enhancing effect of Flt3L was observed with replicating virus
where the cytokine expression spanned several days. We
also prepared double recombinant MVA-H5-FL-SigE7LAMP
(not shown) that only insignificantly enhanced the cellular
response. Similar results for Flt3L-expressing MVA were
recently reported by Chavan et al (3). We have shown
previously that in vivo expression of another cytokine (IL12)
directed by non-replicating MVA-IL12 virus usually ceases
several hours after infection, whereas cytokine expression
driven from replicating P13-IL12 can be sustained for several
days (21). It is known that the major expansion of DC1 and
stimulation of Th1 subset require repeated administration
of Flt3L, preferably for 10 days, since a single dose of Flt3L
has no effect (23). Analogously, our results indicate that
enhancing effects of Flt3L coexpression cannot be expected
after administration of a single dose of non-replicating pox-
virus but only when replicating virus is used for expression,
with Flt3L concentration still increased five days after
infection as reported here.
The enhancement that we found in the CD8+ T cell
response against E7 oncoprotein of HPV16, correlated with
the anti-tumor effect against the growth of TC-1 tumors in
mice. From previous experiments, we knew that immunization
with 106 PFU of P13-SigE7LAMP virus i.p. completely
inhibited the growth of TC-1 tumors if administered either
two weeks before the challenge or one day after immunization.
Therefore, we utilized the less effective intramuscular route
for preventive immunization, more suitable for use in larger
animals and humans. In the therapeutic experiments, the
treatment by i.p. injection started nine days after the challenge
when all animals had already developed tumors with a
mean area of 4.19 mm2 (SEM=0.4). Treatment with Flt3L-
expressing recombinants induced regression of tumors smaller
than 4.0 mm2 whereas larger tumors of 4-10 mm2 escaped the
therapy.
Intraperitoneal injection of any of the three recombinants
caused a temporary increase in spleen cellularity comparatively
to non-injected mice. Differences in expression of several
lineage markers on splenocytes were not significant except
for Gr-1, CD11b and CD11c molecules. At a late interval, we
observed increased CD11b+Gr-1+ populations in the spleen of
animals infected with control P13-SigE7LAMP virus. The
CD11b+Gr-1+ population was less abundant after P13-E/L-
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FL-SigE7LAMP and was the smallest after immunization with
P13-H5-FL-SigE7LAMP which was the best Flt3L producer.
Recombinant vaccinia virus is known to induce immuno-
suppression of adaptive responses mediated by a specialized
population of myeloid suppressor cells (MSC) that express
Gr-1 and CD11b markers (24). The decrease or absence of
MSCs in the secondary lymphoid organ could contribute to
the enhancement of immunogenicity and anti-tumor effects
of rVACV expresing the Flt3L genes. The second significant
difference was the increase in CD11b+CD11c+ dendritic cells,
induced only by immunization with P13-H5-FL-SigE7LAMP
virus.
In summary, our results suggest that immunogenicity and
anti-tumor activity of VACV expressing tumor antigen HPV16
E7 could be enhanced by coexpression of the soluble form
of Flt3L. The Flt3L expression under the strong early VACV
H5 promoter is able to inhibit expansion of MCS in the
immunized mice and to increase the amount of dendritic cells,
which could contribute to anti-tumor effect of immunization.
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 Předkládaná dizertační práce byla zaměřena na vývoj a především stanovení 
účinnosti rekombinantních vakcín proti následujícím nádorovým antigenům: (a) WT1, 
autologní protein, jehož zvýšená exprese anebo mutovaná forma je typická pro různé 
solidní a hematologické nádory; (b) fuzní protein BCR-ABL, charakteristický  
pro hematologické onkologické onemocnění CML; (c) virový onkoprotein HPV16-E7, 
jehož působení (ve spolupráci s HPV16-E6) vede k vzniku cervikálního karcinomu  
po perzistentní infekci rizikovým typem papilomaviru. Byly připraveny různé typy vakcín: 
genetické (DNA, rVACV), VLP a peptidové. Jejich účinnost se sledovala in vivo na myším 
modelu na základě dvou hlavních kritérií. Prvním bylo pozorování zpomalení růstu,  
resp. ústupu nádorů. Druhým, a zároveň mým hlavním úkolem, byla detekce protinádorové 
imunity, kterou tyto vakcíny vyvolávají. 
 Za nejdůležitější složku imunity v boji organizmu proti nádoru jsou považovány 
vakcínami indukované efektorové buňky, především CD8+ CTL, a jejich aktivita.  
Na sledování funkčnosti T-lymfocytů indukovaných některou z připravených vakcín jsem 
využívala převážně test ELISPOT-IFNγ. Princip této metody, její výhody a nevýhody jsem 
popsala v kapitole 3.6. Přítomnost IFNγ vede ke zvýšení exprese komplexů antigenní 
peptid/MHC molekula I. třídy na povrchu nádorových buněk, a tím k aktivaci efektorových 
a paměťových T-lymfocytů. I když je sekrece tohoto cytokinu typická i pro jiné složky 
imunity (např. NK-buňky), jeho nejvyšší hladiny jsou produkovány aktivovanými  
T-lymfocyty (281).  
 Stanovení buněčné imunity jsem obvykle prováděla in vitro ve splenocytech. I když 
jsem zkoušela i jiné časové intervaly pro izolaci těchto buněk (4, 8, 12, 14 dní  
po imunizaci), jako nejvhodnější se potvrdila doba 12 dní po imunizaci myší poslední 
dávkou vakcíny. V tomto intervalu byly naměřené hodnoty nejvyšší, pak už začaly klesat. 
 Jelikož nestimulované T-lymfocyty produkují nepatrné množství cytokinů, je 
potřebná jejich stimulace in vitro s vybranými peptidy (274). Dalšími důležitými faktory 
jsou příliš nízké množství CTL v čerstvě vyizolovaných splenocytech (J. Macková, osobní 
sdělení) a různě silné imunogeny, které jsou součástí zkonstruovaných vakcín. Na základě 
těchto poznatků jsem v každém experimentu srovnávala buněčnou imunitu naměřenou  
po 20 hod. (ex vivo) a po několika denní kultivaci splenocytů s daným peptidem.  
ELISPOT ex vivo nejlépe vypovídá o stavu vakcínou indukované protinádorové imunity 





v době usmrcení imunizované myši. Avšak pokud byla zvířeti aplikována vakcína 
obsahující slabší imunogen, nebo pokud jsem na stimulaci splenocytů použila peptidy  
s nižší afinitou pro H2-D
b
, bylo potřebné inkubaci s peptidem prodloužit.  
Jako nejvhodnější se ukázala inkubace 6 dní. I když jsou lymfoidní linie buněk známé 
svojí krátkodobou životností in vivo i in vitro, zdá se, že více denní inkubace s daným 
peptidem vede k selekci a proliferaci hlavně těch klonů CTL a paměťových T-lymfocytů, 
které jsou specifické pro daný epitop. Pokud jsou klony s daným peptidem kultivovány 
příliš dlouho, nebo ve vysokých koncentracích tohoto peptidu, může se výrazně zvýšit 
úmrtnost těchto buněk. Pozorování se pak ve výsledku jeví jako falešně negativní.  
 Jako stimulační peptidy jsem používala převážně CTL epitopy, specifické  
pro MHC molekuly I. třídy. S ohledem na výše popsanou extrémní citlivost množících se 
CTL na koncentraci peptidu v kultivačním mediu a na jejich různou afinitu k H2-D
b
, jsem 
nejdříve musela vybrat vhodný peptid-epitop a stanovit jeho optimální koncentraci  
pro experimenty in vitro. CTL epitopy byly vybrány na základě literatury a predikce 
použitím algoritmů RANKPEP a SYFPEITHI. Detekce HPV16-E7-specifické T-buněčné 
imunitní odpovědi byla v naší laboratoři už zavedená (H-2D
b
 peptid HPV16-E749-57,  
tj. RAHYNIVTF) (206). Optimalizaci pro stanovení WT1-specifické T-buněčné imunity 
popisuji v podkapitole 5.1 a VACV-specifické imunity v podkapitole 5.3.  
 Při sledování imunologického účinku vakcín namířených proti HPV16-E7 byl test   
ELISPOT-IFNγ doprovázen detekcí HPV16-E7-specifických CTL pomocí průtokové 
cytometrie, kde jsem měřila buňky pozitivní na marker CD8 a na fluorescenčně značený 
(R-phycoerythrin) tetramer H-2D
b
/E749-57 (Pelimer, Sanquin, NL). Jelikož ELISPOT-IFNγ 
dokáže rozlišit jedinou IFNγ+ buňku z 500 000, je tato metoda citlivější než stanovení 
pomocí průtokové cytometrie. Ovšem výhodou měření na průtokovém cytometru je zase 
rozlišení CD4+ a CD8+ T-lymfocytů produkujících daný cytokin v populaci testovaných 
buněk, což neumožňuje test ELISPOT. V některých experimentech jsem sledovala také 
imunosupresivní faktory, které mohly negativně ovlivňovat efektivitu připravených 
protinádorových vakcín. Jednalo se především o detekci populace Treg prostřednictvím 
fluorescenčně značených protilátek proti markerům CD4, CD25, FoxP3, a to hlavně  
v buňkách lymfatických uzlin.  





5.1.  Vývoj vakcíny proti nádorům exprimujícím WT1 a studium 
efektorových  mechanizmů protinádorové imunitní odpovědi. 
  
  Původním záměrem první části této dizertační práce byla konstrukce vakcíny  
pro terapii WT1+ nádoru, která by byla použitelná na léčbu u všech pacientů, bez ohledu 
na typ HLA. Dnes úspěšně aplikované peptidové vakcíny jsou totiž omezeny na terapii 
pacientů s konkrétními HLA molekulami, kterými jsou tyto epitopy prezentovány.  
Proto byly v naší laboratoři připraveny DNA a rVACV vakcíny, jejichž účinnost už byla  
u nás prokázána v terapii nádorů pozitivních na onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7 
(251,273,312). Zkonstruované genetické vakcíny exprimovaly fúzní gen GUS-WT1. 
Sestává z pomocného genu pro β-glukuronidázu z bakterie E. coli (GUS), jenž udílí 
fúzovaným antigenům větší imunogennost (311) a z fragmentu dlouhého  
155 aminokyselin, mezi 94. a 249. aminokyselinou myšího proteinu WT1. Tento úsek byl 
vybrán hlavně proto, že obsahuje vícero CTL epitopů specifických pro H-2D
b
 myší 
molekuly: WT1126-135 (RMFPNAPYL), WT1136-144 (SCLESQPTI) a  
WT1235-243(CMTWNQMNL) (96,260). Dalšími podstatnými vlastnostmi vybrané sekvence 
je vysoká homologie (96% aminokyselinové sekvence) myšího proteinu s molekulou 
lidského proteinu WT1 a podobná tkáňová distribuce a funkce (38,91).  
 Byly zkonstruovány 2 typy DNA vakcín: pBSC-GUS-WT1 a pBSC-SS/GUS-WT1. 
Druhá jmenovaná kromě fuzního proteinu GUS-WT1 obsahovala signální sekvenci SS 
odvozenou z adenovirového proteinu E3, jež měla zabezpečit zacílení peptidů (vzniklých 
degradací exprimovaného proteinu GUS-WT1 v cytoplazmě) do ER a ulehčit jejich 
prezentaci prostřednictvím MHC molekul I. třídy.  
 Pro konstrukci protinádorových vakcín se v naší laboratoři používá VACV kmen 
Praha 13 (P13). Vznikl klonováním ze směsné vakcíny proti pravým neštovicím, která byla 
používána v Československé republice. Jedná se o virus, schopný replikace v celé škále 
buněčných linií, s vysokou imunogenností a nízkou virulencí pro myši C57Bl/6 (181,200). 
Jeho virulenci je možné ještě více snížit inzercí rekombinantního genu do genomu viru 
(180). Inzerty jsme vkládali pod dva typy VACV promotorů: H5 (indukuje expresi  
v časných fázích replikačního cyklu viru) nebo syntetický E/L (indukuje expresi  
v pozdějších fázích replikačního cyklu viru). Ukázalo se totiž, že různé inzerty pod těmito 
promotory jsou exprimovány rVACV v odlišných koncentracích. Podobně byly 
zkonstruovány dva typy rVACV vakcín s expresí GUS-WT1 řízené těmito promotory. 





Nebyly zjištěny výrazné rozdíly v produkci tohoto fúzního proteinu rVACV in vitro, ani  
in vivo (nepublikovaná data).    
 DNA a rVACV vakcíny nebyly dostatečně imunogenní, proto byly do studie 
zahrnuty i peptidové vakcíny odvozené od myšího proteinu WT1, u kterých byla 
předpovězena nebo popsána funkce epitopu specifického pro MHC molekuly I. a/nebo  
II. třídy (WT1126-135, WT1122-140, WT1122-144; tj. Tabulka 3.5.4). 
 Nejdříve byly na myších C57Bl/6 srovnány schopnosti různých adjuvantních látek 
napomáhat vzniku specifické odpovědi na peptidy, a to: nekompletní Freundým adjuvans 
(IFA) ve směsi s CpG ODN, poly-L-arginin (pR) ve směsi s CpG ODN a pro zvýšení 
aktivace pomocných Th-lymfocytů byla vakcína doplněna pomocným epitopem 
z tetanického toxínu (Tetox). Jako nejúčinnější se podle testování buněčné imunity 
osvědčila kombinace IFA+CpG ODN, zatímco pR a Tetox jen nespecificky zvyšovaly 
produkci IFNγ (nepublikovaná data).  
Zavedla jsem metodu ELISPOT-IFNγ pro detekci vakcínami indukované  
WT1-specifické T-buněčné protinádorové imunitní odpovědi ve splenocytech 
imunizovaných myší. Pro tento účel jsem nejdřív otestovala odpověď proti CTL epitopům 
z proteinu WT1, predikovaným z literatury a dle výše popsaného algoritmu. Myši byly 
imunizovány s.c. syntetickými peptidy v kombinaci s IFA ve směsi s CpG ODN  
pro nespecifickou stimulaci imunity. Jednalo se o nonapeptidy, odvozené od té části 
myšího proteinu WT1, kterou exprimují zkonstruované genetické vakcíny (WT1126-135, 
WT1136-144, WT1130-138, WT1225-233, WT1235-243). Zjistila jsem, že nejimunogennější je 
peptid  
WT1126-135, který jsem pak používala (v koncentraci 1µg/ml pro ex vivo a 0,01µg/ml pro  
6-denní restimulaci) ve všech experimentech pro testováni WT1-specifické imunitní 
odpovědi imunizovaných myší (nepublikovaná data).  
Velkým problémem se ukázalo hledání buněčné linie myších nádorových buněk, 
vhodné jako biologický model pro stanovení efektu vakcínami vyvolané WT1 specifické 
imunity na růst nádorů. Pomocí metody western blot byla identifikována myší buněčná 
linie FBL3 (nádorová buněčná linie z myší C57Bl/6, indukovaná virem Friendové) 
s pozitivní produkcí WT1 proteinu, která byla jen o něco slabší než v kontrolní lidské 
leukemické buněčné linii K562 (260). Bohužel se ukázalo, že buňky FBL3 nejsou 
vhodným modelem. Samy o sobě jsou značně imunogenní, což mělo za následek rychlou 
regresi nádorů (která následovala po počáteční fázi růstu nádorů) a nevýznamné rozdíly  
ve velikosti nádorů mezi imunizovanými myšmi a kontrolními skupinami. Jelikož protein 





WT1 je TA přítomný i v hematologických nádorech, další zvolená nádorová buněčná linie 
byla C1498, odvozena z lymfomu myší C57Bl/6. V našich experimentech se používal klon 
C1498-WT1, který byl transfekován plasmidem pro produkci WT1 proteinu. Exprese 
tohoto proteinu byla transientní a po čase se ztratila úplně, což je jev typický pro buněčné 
linie s vneseným genem WT1. Molekulární podstata tohoto jevu není úplně známa. 
Předpokládá se, že utlumení exprese transgenů v nádorové buněčné linii je asociováno 
s jejich hypermetylací (183). 
Nakonec se jako nejvhodnější ukázala buněčná linie TRAMP-C2, odvozená z nádoru 
prostaty myší C57Bl/6 (90), v dávce 2x10
5
 buněk/myš. Tyto buňky jsou charakteristické 
vysokou produkcí proteinu WT1 v stejné míře jako K562 (96) . 
Zjistila jsem, že imunizace myší DNA anebo rVACV vakcínou a následující booster 
peptidovou vakcínou WT1126-135 vyvolává slabou IFNγ+ WT1-specifickou T-buněčnou 
imunitní odpověď u cca 50% myší. Podobné výsledky jsem získala po kombinaci všech tří 
vakcín (nepublikovaná data). Žádná z genetických vakcín nezpomalovala růst TRAMP-C2 
nádorů u myší, ani nevedla k navození protektivní imunity (nepublikovaná data). Obdobné 
pozorování bylo popsáno ve studii s DNA vakcínou, která obsahovala 3 CTL epitopy  
WT1 proteinu (WT1126-134, WT1235-243, WT137-45) a sekvenci tetanového toxinu.  
Tato vakcína vedla k indukci WT1-specifických CTL, ale ne k lyze hematopoetických 
kmenových buněk (42).  
Jedním z možných vysvětlení nízké imunogennosti připravených genetických vakcín 
je struktura fúzního genu. Zdá se, že GUS je vhodnější pro imunizaci proti virovým 
proteinům, ale ne proti autolognímu proteinu WT1. Zajímalo nás, zda připravené vakcíny 
vedou i k dostatečné tvorbě CD4+ Th-lymfocytů, které jsou potřebné k aktivaci CTL a 
indukci paměťových T-lymfocytů. Ze stanovení populací T-buněk  
ve splenocytech imunizovaných myší jsem zjistila, že zkonstruované vakcíny indukují 
převážně CD4+ T-lymfocyty než CD8+ T-lymfocyty (nepublikovaná data). Otázkou 
ovšem zůstává, zda se jednalo o tzv. cytotoxické CD4+ nebo klasické pomocné  
Th-lymfocyty, což se nepodařilo prověřit. 
V další etapě této studie jsem porovnávala účinnosti peptidových vakcín, jednak 
peptidem odpovídajícím CTL epitopu (WT1126-135), jednak peptidy specifickými pro MHC 
molekuly II. třídy (WT1122-140, WT1122-144). 
Dodnes bylo uskutečněno několik experimentálních a klinických studií, které 
prokázaly účinnost peptidových vakcín odvozených od proteinu WT1. Většinou jsou tyto 
vakcíny aplikovány s.c. anebo i.d. ( kapitola 3.5.1.3). V této dizertační práci jsme zavedli 





nový způsob i.d. podání WT1 peptidů, tetování. V naší laboratoři bylo úspěšně použito už 
jednou, pro imunizaci onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7. Zde se ukázalo, že 
efektivnost peptidových vakcín výrazně ovlivňuje způsob aplikace (272).  
Toto pozorování jsem potvrdila i v této dizertační práci. Zjistila jsem, že i.d. podání 
peptidů tetováním v kombinaci s CpG ODN vyvolává signifikantně vyšší WT1-specifickou  
IFNγ+ T-buněčnou imunitní odpověď než s.c. podání těch samých peptidů v kombinaci 
s IFA+CpG ODN (Publikace 1, Figure 1).  
Studie porovnávající i.m. a i.d. podání tetováním DNA vakcín vedla k poznání,  
že tetování výrazně zvyšuje buněčnou a humorální imunitu indukovanou DNA vakcínou 
(273). Při tetování dochází k mechanickému poškození epidermy, k dermální hemoragii  
a nekróze, což vede k lokálnímu zánětu a nespecifické stimulaci vrozené imunity (107). 
Způsob aplikace peptidu může mít vliv i na jeho precipitaci, jenž ovlivňuje prezentaci 
peptidu v APC. Ve vodě rozpustný peptid po přidání PBS precipituje slabě, ale po dodání 
CpG motivů se jeho agregace může zvýšit. Tetování může vést k mechanickému poškození 
těchto agregátů a tím ke zvýšené indukci imunity. Naopak, s.c. podání může vést k poklesu 
imunogennosti peptidové vakcíny kvůli přítomnosti precipitátů (103).   
Po i.d. podání peptidových vakcín tetováním jsem stanovením počtů lymfocytů 
produkujících IFNγ testem ELISPOT–IFNγ dále zjistila, že delší peptidy WT1122-140  
a WT1122-144 jsou imunogennější než nonapeptid WT1126-135. Tento výsledek je v souladu 
s pozorováním v laboratoři RNDr. Reiniše, kde zkoušeli účinnost peptidových vakcín proti 
tumoru exprimujícímu onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7 s deficiencí MHC molekul  
I. třídy. Porovnávali účinnost krátkých peptidů představujících CTL epitopy vs. peptidy 
obsahující epitopy jak pro CTL, tak pro CD4+ Th-lymfocyty. Peptidové vakcíny byly 
podávány s CpG ODN nebo prezentovány DC, které byly následně použity jako buněčné 
vakcíny na terapii syngenních myší s výše popsanými tumory. Ukázalo se, že kratší 
peptidy vyvolávají slabší protinádorovou imunitu než delší peptidy, bez ohledu na podání 
(282).  
Peptidy WT1122-140 a WT1122-144 zahrnují peptid WT1126-135, tj. epitop specifický  
pro MHC molekuly I. třídy, který vede k stimulaci CTL. Zjistila jsem, že delší peptid 
WT1122-140 indukuje WT1-specifickou IFNγ+ T-buněčnou imunitní odpověď jenom proti 
peptidu, kterým byla myš imunizována, avšak ne proti CTL specifickým pro epitop 
WT1126-135 (Publikace 1, Figure 1). Příčinou může být nedostatečné zpracování  
WT1 proteinu v APC.  





Z výše popsaných pozorování se ukázalo, že při konstrukci peptidových 
protinádorových vakcín je třeba brát do úvahy i imunitní odpověď zprostředkovanou 
CD4+ T-lymfocyty. Tyto buňky IS hrají podstatní úlohu při indukci paměťových  
CD8+ T-lymfocytů specifických pro nádorové buňky (303,320). CD4 epitopy odvozené 
z TA mohou napomáhat APC při prezentaci TA pro indukci CD8+ T-lymfocytů.  
Na základě těchto zjištění se v poslední době objevují studie s peptidy tvořenými kromě 
známých CTL epitopů i CD4 epitopy odvozenými z TA. Příkladem je imunizace dlouhými 
peptidy zahrnujícími kompletní sekvenci onkoproteinu HPV16-E6 a HPV16-E7, která 
vedla k indukci funkčních HPV16-specifických CD8+ a CD4+ T-lymfocytů  
u HPV16+ žen s vulvální intraepiteliální neoplázií. Nevýhodou této strategie je, že epitopy 
pro CD4+ T-lymfocyty mohou stimulovat jak Th-lymfocyty, tak Treg, které snižují 
expanzi CTL (157,161).  
Z různých studií vyplývá, že vakcinace peptidy samotnými jen velmi zřídka vede 
k regresi tumoru (309). Peptidové vakcíny sice indukují tvorbu TA-specifických CTL, jež 
nemusí mít cytotoxickou funkci. Kaech et al., (148,351) na transgenním myším modelu 
studovali transkripční profil CD8+ T-lymfocytů po vystavení TA. První týden se 
objevovaly efektorové CD8+ T-lymfocyty, které jsou cytotoxicky aktivní, tj. pozitivní  
na granzym A, B, perforin a Fas ligand. Vznikaly také paměťové T-lymfocyty, které 
postupem času dávaly vznik CD8+T-lymfocytům, schopným odpovědět na daný TA 
produkcí IFNγ, ale s nedostatkem lytické aktivity a ztrátou exprese genů asociovaných 
s efektorovou funkcí T-lymfocytů. Podobná pozorování byla potvrzena i u onkologických 
pacientů (234).  
Bylo ukázáno, že peptidové a buněčné vakcíny efektivní proti nádorům s pozitivní 
expresí MHC molekul I. třídy nemusí být efektivní proti nádorům s deficiencí těchto 
molekul (281). Buněčná linie TRAMP-C2 je typická sníženou expresí MHC molekul  
I. třídy na svém povrchu (182). Tento jev může být způsoben epigenetickými mechanizmy. 
Bylo prokázáno, že inkubace nádorových buněk s inhibitory deacetyláz histonů (jako  
5-azacytidin (5-azaC) nebo poly I:C) vede ke zvýšené expresi MHC molekul I. třídy  
na povrchu těchto nádorových buněk, především prostřednictvím stimulace produkce IFNγ 
(63,94,209,215). Potvrdili jsme, že inkubace TRAMP-C2 s IFNγ,5-aza-C nebo poly I:C 
zvyšuje expresi těchto molekul na povrchu TRAMP-C2 (Publikace 1, Figure 2B). Avšak 
vliv těchto látek na imunizační efekt zkonstruovaných vakcín nebyl prokázán 
(nepublikovaná data). 





Přítomnost Treg v nádorovém mikroprostředí podporuje růst nádoru tím, že blokuje 
protinádorovou imunitu (195,213,357). V několika studiích vedla deplece Treg in vivo  
ke zvýšení protinádorové imunity a k regresi nádoru (1,106,326). Bylo třeba ověřit,  
zda přítomnost Treg jako takových může potlačit imunogennost zkonstruovaných vakcín. 
Tato hypotéza se nepotvrdila. Aplikace mAb anti-CD25 myším sice vedla k polovičnímu 
snížení Treg i 50. den po jejím podání (nepublikovaná data), avšak kýžený efekt  
na vakcínami vyvolanou imunitu i na růst TRAMP-C2 nádoru nebyl pozorován  
(Publikace 1, Figure 2A).   
  Důležitou roli v diferenciaci a indukci Treg v nádoru sehrává TGFβ, jehož efekt je 
možné blokovat pomocí protilátek (47,59,188,211). Byla pozorována signifikantní redukce 
metastáz v plících myší léčených neutralizační protilátkou anti-TGFβ, 1D11 (194). 
Nádorová linie buněk TRAMP-C2 produkuje TGFβ v hojné míře. I v naší práci se 
protinádorový efekt imunity, vyvolané peptidovými vakcínami po i.d. aplikaci tetováním, 
uplatnil pouze tehdy, když byl pomocí mAb neutralizován TGFβ (Publikace 1, Figure 3A, 
C). Zajímavé bylo zjištění, že neutralizace TGFβ nijak neovlivnila imunitní odpověď 
indukovanou peptidovými vakcínami (Publikace 1, Figure 4). Vzhledem k výše 
popsanému pozorování se zdá, že hlavním cílem imunosupresivního působení TGFβ 
v TRAMP-C2 nádorech nejsou Treg. TGFβ tady působí jiným, zatím neznámým 
tolerančním mechanizmem, který vede k inhibici efektu protinádorové imunity indukované 
peptidovými vakcínami.   
 Tato část mé dizertační práce ukázala, že při srovnání s genetickými vakcínami 
(rVACV, DNA) jsou nejúčinnější peptidy (odvozené z WT1 proteinu) aplikované i.d. 
tetováním v přítomnosti protilátky proti TGFβ, a to jak v terapii WT1+ myších nádorů 
TRAMP-C2, tak v indukci IFNγ+ T-buněčné imunitní odpovědi.  
 
5.2.  Studium imunitní odpovědi proti nádorovému antigenu BCR-ABL  
po imunizaci vakcínami na bázi partikulí podobných myšímu 
polyomaviru  (MPyV-VLP) 
 
 Fúzní protein BCR-ABL je produkt tzv. Filadelfského chromozomu, který je 
typický pro hematologické onemocnění CML. Tento protein je zodpovědný za indukci  
a udržení transformovaného fenotypu leukemických buněk. Mnohé studie poukázaly na to, 
že unikátní zlomová oblast BCR-ABL může být vhodným imunogenem pro indukci 
protinádorové imunity (25,48,372).  





 V laboratoři Doc. Forstové (Publikace 2) byly připraveny chimerické BCR-ABL 
VLP, tj. MPyV-VLP vakcíny, které nesou fragment o velikosti 177 aminokyselin,  
ze spojové oblasti tohoto fúzního proteinu. Tato sekvence byla navázána na C-konec 
proteinu VP3. Vzniklý fúzní protein BCR-ABL171-VP3 byl vložen do VP1 kapsomery 
VLP. Uvedená inkorporace peptidu BCR-ABL do VLP vedla k morfologickým změnám 
VLP částic bez vlivu na stabilitu (Publikace 2, Figure 1). Podobně se chovaly  
i kontrolní VLP s inkorporovaným proteinem EGFP, přičemž jejich imunogennost zůstala 
zachována (30). Nezjistila jsem žádnou IFNγ+ BCR-ABL specifickou imunitní odpověď 
ve splenocytech imunizovaných myší (Publikace 2, Figure 6). Nebyly detekovány ani 
žádné BCR-ABL specifické protilátky typu IgG a IgM v sérech těchto myší (Publikace 2, 
Figure 3B, C), jenom vysoký titr anti-VLP protilátek (Publikace 2, Figure 3A). Ani DC 
pulsované BCR-ABL VLP nestimulovaly proliferaci splenocytů, které byly izolovány 
z myší po imunizaci BCR-ABL VLP.  
 S touto částí dizertační práce souvisí také konstrukce jiných typů vakcín, 
zahrnujících 25-aminokyselinovou sekvenci zlomové oblasti fúzního proteinu BCR-ABL, 
připravených v naší laboratoři. Příkladem jsou DNA vakcíny (199) a vakcíny založené  
na adenylát-cyklázovém toxoidu bakterie Bordetella pertusis (CyaA)(Š. Němečková,  
J. Macková, nepublikovaná data). Já jsem se podílela na konstrukci různých rVACV 
exprimujících výše popsanou část BCR-ABL (nepublikováno). Pro zvýšení imunogenního 
potenciálu vybraného fragmentu byly vytvořeny 3 typy fúzních molekul:  
(a) bcr-abl25aa–HSP70 (obsahující také sekvenci myšího HSP70); (b) CP-bcr-abl25aa;  
(c) L2CP-bcr-abl25aa (obsahující CP, tj. povrchový protein potyviru Potato virus A a/nebo 
L2108-120, tj. minoritní kapsidový protein HPV16) (271,311). Tyto konstrukty byly vloženy 
do DNA vakcíny, VACV nebo CyaA. 
 Jako vhodná imunizační strategie, prověřená několika studiemi, se zdála být 
heterologní prime/boost imunizace (119,132,207). Ačkoli byly vyzkoušeny různé 
kombinace (DNA+rVACV; DNA+CyaA+rVACV apod.), ani jedno ze schémat nebylo 
úspěšné (nepublikováno).  
 Všechny zkonstruované vakcíny selhaly v protekci Balb/c myší nebo v terapii jejich 
nádorů způsobených podáním nádorové buněčné linie 12B1 (Publikace 2 + nepublikovaná 
data). Nedetekovala jsem žádnou IFNγ+, ani IL-2+ BCR-ABL specifickou protinádorovou 
imunitní odpověď ve splenocytech myší imunizovaných jednotlivými vakcínami 
(Publikace 2 + nepublikovaná data).  





 Ze všech uvedených pozorování (199)(Publikace 2; nepublikovaná data) je možné 
usoudit, že zlomová oblast BCR-ABL není vhodný imunogen, jelikož nevyvolává indukci 
BCR-ABL specifických CTL, ani B-buněk zodpovědných za tvorbu anti-BCR-ABL 
protilátek. Tyto výsledky jsou v souladu i s pozorováním jiných skupin (368). Objevila se 
studie, která vedla k indukci CTL prostřednictvím DC transfekovaných BCR-ABL mRNA 
(z buněk K562 nebo CML blastů). Vzniklé CTL však nebyly schopny rozeznávat epitopy 
odvozené z fúzního proteinu BCR-ABL (111). Výjimkou jsou studie, kdy jsou myši 
imunizovány lyzáty nebo fyzikálně, či ozářením atenuovanými leukemickými buňkami 
12B1 (163,269,270,371,372) nebo DNA vakcínou zahrnující celý lidský protein  
BCR-ABL (199). Jenom tyto imunizace vedly k vzniku cytotoxicky aktivních  
BCR-ABL-specifických CTL in vivo, resp. k protekci (alespoň částečné) imunizovaných 
myší. Pokud se imunizuje jenom CTL epitopem (nonapeptidem) specifickým pro MHC 
molekuly I. třídy (GFKQSSKAL), tato imunizace je neúčinná (163). V jiné studii se 
zjistilo, že imatinibem navozená inhibice tyrozin-kinázové aktivity BCR-ABL proteinu 
způsobuje úbytek exprese TA (včetně WT1, Bcl-2), což vede k poklesu CML-specifických 
CTL (33). 
 Dle nové hypotézy, nikoli protein BCR-ABL jako takový, ale právě jeho biologická 
aktivita může mít vliv na expresi jiných genů kódujících potenciální TA, a tím na indukci 
CTL namířených proti leukemickým buňkám CML (111,302).  
 
 
5.3.  Studium buněčné imunitní odpovědi vyvolané imunizací vakcínami 
 rekombinantního viru vakcinie (rVACV) proti nádorům asociovaným 
 s lidským papilomavirem 16 (HPV 16), u kterých byla jejich protinádorová 
 účinnost zvýšena ko-expresí imunomodulátorů (receptoru II. typu pro TGFβ, 
 tj. TGFβRII; Flt3 ligand, tj.Flt3L) 
 
 Účinnost protinádorové rVACV vakcíny lze zvýšit, když jsou různé 
imunomodulátory (cytokiny, chemokiny, růstové faktory, kostimulační molekuly) 
exprimovány tím samým rVACV vektorem jako TA. Pozitivní efekt těchto rVACV byl 
zjištěn při experimentální imunoterapii nádorů s GM-CSF (158), CD40L (87) apod. 
Obdobným způsobem byly v této práci zkonstruovány rVACV vakcíny výše popsaného 
kmene P13, namířené proti nádorům asociovaným s lidským HPV16. Všechny rVACV 
vakcíny exprimovaly účinný, vysoce imunogenní nádorový onkoprotein HPV16-E7  





v rekombinantní formě SigE7LAMP, která zvyšuje jeho imunogennost hlavně  
pro CD4+ T-lymfocyty (Sig = signální sekvence membránového proteinu asociovaného 
s lyzozomem 1 (LAMP1); E7 = virový onkoprotein HPV16-E7;  
LAMP = transmembránová a intracelulární doména) (45,206). Použili jsme extracelulární 
část TGFβRII, resp. jeho upravenou variantu fúzovanou s Fc fragmentem IgG nebo Flt3L 
(zkráceně dvojité rekombinanty rVACV) jako modulátory. Exprese těchto modulátorů byla 
opět časována do různých fází replikačního cyklu viru, tj. řízena pod časným H5 nebo 
časně/pozdním E/L promotorem rVACV. Geny pro tyto cytokiny byly vloženy do genu 
pro virovou thymidinkinázu, což zajišťuje zvýšenou selektivnost připraveného viru  
pro nádorovou tkáň. Zkonstruovaná vakcína tímto plnila několik úloh, jako stimulace 
imunity zvýšenou produkci cytokinů a nárůst onkolytické funkce rVACV  
(kapitola 3.5.1.1).  
 Vakcínami indukovanou VACV-specifickou a HPV16-E7-specifickou 
protinádorovou imunitu jsem detekovala dvěma základními metodami, ELISPOT-IFNγ  
a tetramerem H-2D
b
/E749-57  ve splenocytech myší C57Bl/6 imunizovaných jednou  
z dvojitých rekombinant rVACV nebo kontrolním virem rVACV exprimujícím jenom 
SigE7LAMP.  
 Nejdříve jsem musela metodu ELISPOT-IFNγ optimalizovat na stanovení  
VACV-specifické T-buněčné imunitní odpovědi. Použitím výše popsaného algoritmu byl 
vybrán peptid VACV-E3140-148 (VGPSNSPTF), který byl popsán jako H2-D
d
 afinitní, mezi 
poxviry vysoce konzervovaný epitop, vhodný pro detekci VACV-specifických CTL  
u Balb/c myší (332). V naší laboratoři byla nalezena vhodnost tohoto peptidu pro detekci 
odpovědi C57Bl/6 myší, kde se peptid váže na molekulu H-2D
b 
( Příloha, Suppl. Fig. 2). 
Myši C57Bl/6 byly imunizovány viry rVACV P13 a MVA s expresí GUS (10). Zjistila 
jsem, že splenocyty z těchto myší vykazovaly vysoké množství VACV-E3140-144 
specifických IFNγ + spotů, zatímco kontrolní skupina myší (po aplikaci PBS) byla 
negativní. Podobně negativní výsledky jsem získala po stimulaci splenocytů z těchto myší 
s kontrolním, irelevantním peptidem HPV16-E749-57 (Příloha, Suppl.Fig.1A).  
Toto pozorování bylo potvrzeno detekcí i.c.IFNγ na průtokovém cytometru (Příloha, 









 O TGFβ a jeho pleiotropních účincích v nádorovém mikroprostředí jsem se již 
zmínila v kapitole 3.5.2.1. V případě peptidových vakcín proti WT1+ nádorům se nám 
podařilo inhibovat imunosupresivní efekt tohoto cytokinu v myších TRAMP-C2 nádorech 
podáním mAb anti-TGFβ (podkapitola 5.1). Odstraněním negativního efektu TGFβ  
v nádorech se zaobírala i další část této dizertační práce. Záměrem bylo zvýšení 
terapeutického potenciálu rVACV vakcíny s expresí SigE7LAMP simultánní ko-expresí 
inhibitorů TGFβ. Díky blokaci tohoto cytokinu může dojít k aktivaci dostatečně silné 
protinádorové HPV16-E7 specifické imunitní odpovědi a k efektivnější terapii nádorů  
TC-1.  
 Nádorová buněčná linie TC-1 je odvozena z plicního epitelu myší kmene C57Bl/6  
a transformována onkogeny HPV16-E6, HPV16-E7 a H-ras. Expresní analýzou byla  
v TC-1 buňkách potvrzena přítomnost TGF-β1 transkriptů (M. Šmahel, nepublikovaná 
data). V sérech a ve vzorcích tkání onkologických HPV+ pacientů se také zjistila vysoká 
hladina TGFβ, vyvolaná onkoproteiny HPV-E6 a HPV-E7, jejichž působení vede  
ke snížení exprese receptorů pro tento cytokin (140).  
 Dřívější studie ukázala, že TA-specifickou imunitní odpověď je možné zvýšit 
aplikací DNA vakcíny s inkorporovaným genem pro solubilní formu TGFβRII (171). 
Inhibice TGFβ pomocí tohoto receptoru vedla ke zvýšení CD8+ CTL ve slezinách myší  
a jejich nádorech, účinných proti malignímu mesoteliomu (323). Z těchto důvodů byl  
do námi zkonstruovaných rVACV vložen gen pro solubilní receptor TGFβRII nebo jeho 
upravená varianta fúzovaná s Fc fragmentem IgG1 a C-koncovou částí Jun  
(TGFβRII-Fc-Jun). Dimerizační doména Fc fragmentu, jako i za ní připojený fragment Jun 
dodávají receptoru zvýšenou afinitu k TGFβ (169)(Kowalczyk, nepublikovaná data). 
Blokáda TGFβ signalizace s TGFβRII-Fc vedla ke zvýšení apoptózy v nádorech prsu myší 
transgenních na střední T antigen polyomaviru (115,243). Účinnost receptorů TGFβRII  
a TGFβRII-Fc byla prokázána při imunoterapii hepatocelulárního karcinomu a cirhózy 
jater. Neutralizace TGFβ těmito receptory vedla k redukci fibrogeneze in vitro a in vivo 
(35).  
 Ze splenocytů vyizolovaných z imunizovaných myší jsem zjistila, že námi 
zkonstruované dvojité rekombinanty rVACV nevykazovaly rozdíly  
v HPV16-E7-specifické T-buněčné imunitní odpovědi v porovnání s rVACV 
exprimujícími pouze SigE7LAMP. Tyto ovšem vykazovaly signifikantně nižší  
IFNγ+ imunitní odpověď specifickou pro VACV-E3 oproti dvojitým rekombinantám 
rVACV (Publikace 3, Figure 2). Zajímavé bylo zjištění, že růst nádoru TC-1 byl výrazněji 





zpomalen u myší imunizovaných dvojitou rekombinantou rVACV exprimující solubilní 
TGFβRII (pod H5 promotorem) než TGFβRII-Fc (Publikace 3, Figure 3).  Nebyly zjištěné 
rozdíly množení in vivo mezi jednotlivými rVACV (Publikace 3, Figure 4). 
 Jelikož jsem u dvojité rekombinanty rVACV, exprimující solubilní TGFβRII  
pod H5 promotorem, nezjistila zvýšené množství T-lymfocytů specifických pro TA 
HPV16-E7 a růst nádorů TC-1 byl zpomalen, hledali jsme jiné vysvětlení.  
 Naše hypotéza vychází ze zjištění, že tato rekombinanta produkuje kromě solubilní 
formy TGFβRII i větší množství méně glykozylované formy TGFβRII. Ta může být 
vylučována z buňky odlišnými mechanizmy než klasický TGFβRII, např. exozomy. 
Protože mohou fúzovat s membránami sousedících buněk, napomáhají transportu různých 
proteinů mezi buňkami. Tímto způsobem by mohl být do CTL anebo NK-buněk doručen 
TGFβ navázaný na membránový receptor a snižovat jejich aktivitu (57).  
 
 Další možností pro zvýšení imunogenicity rVACV vakcíny je vložení genu  
pro solubilní faktor, který přímo aktivuje APC, což vede k lepší stimulaci rVACV 
vakcínou indukované protinádorové imunity. Flt3L je růstový faktor, který se podílí  
na stimulaci proliferace a diferenciace hematopoetických buněk. Tento cytokin je znám 
svými adjuvantními vlastnostmi a protinádorovou aktivitou in vivo a indukuje expanzi 
plasmacytoidních DC in vitro. Extracelulární doména Flt3L  a účinky tohoto cytokinu jsou 
u člověka a myši zaměnitelné.  Z těchto důvodů byly v naší laboratoři zkonstruovány 
rVACV, které exprimovaly kromě SigE7LAMP i lidský Flt3L.  
 Zjistila jsem, že ko-exprese Flt3L vede ke zvýšenému výskytu  
HPV16-E7-specifické i VACV-E3 specifické imunitní odpovědi v porovnání s rVACV 
exprimující pouze SigE7LAMP. Nejvyšší počet těchto IFNγ+ T-lymfocytů jsem 
detekovala ve splenocytech myší 12 dní po jejich imunizaci dvojitou rekombinantou 
rVACV s expresí Flt3L řízenou H5 promotorem rVACV, která produkovala největší 
množství Flt3L in vivo (Publikace 4, Figures 3A,B, Figure 2C,D). Tento efekt byl pouze 
krátkodobý, protože pět týdnů po imunizaci bylo množství IFNγ+ T-lymfocytů u všech 
použitých rekombinant rVACV stejné. Zaznamenala jsem zvýšený účinek Flt3L v populaci 
funkčních IFNγ produkujících splenocytů metodou ELISPOT-IFNγ než v populaci  
CD8+, na H-2D
b
/E749-57  tetramer + buněk měřených na průtokovém cytometru  
(Publikace 4, Figure 3A,B). Tento rozdíl může souviset s tím, že druhá použitá metoda 
zahrnuje nejen funkční, ale také vyčerpané a anergické HPV16-E7-specifické CTL. 
Zvýšená hladina CTL byla doprovázena nižší protilátkovou odpovědí, převážně izotypu 





IgG1. Z uvedených pozorování je možné usoudit, že ko-exprese Flt3L přepíná rVACV 
vakcínou indukovanou imunitní odpověď na typ Th1.  
 Pozitivní efekt protinádorové imunity vyvolané dvojitou rekombinantou rVACV  
s expresí Flt3L řízenou H5 promotorem rVACV se projevil jak v terapii, tak protekci myší 
proti HPV16-E6 a HPV16-E7 pozitivním nádorovým buňkám TC-1 (Publikace 4,  
Figure 4). Léčba vedla k regresi nádorů menších než 4 mm
2
, ale neovlivnila růst větších 
nádorů. 
 Následná část práce se zaměřila na vysvětlení zvýšené imunogenicity  
a protinádorového efektu této vakcíny. Z různých studií se ukázalo, že aplikace Flt3L 
myším vede k expanzi DC, a tím k zvýšené frekvenci NK-buněk a B- a T- lymfocytů 
(89,204,275). Na druhou stranu, rVACV jsou známé indukcí imunosuprese adaptivní 
imunitní odpovědi, která je zprostředkována MDSC v nádoru (37). Funkce MDSC 
v nádorovém mikroprostředí, napomáhající úniku nádoru před imunitou, jsem popsala 
v kapitole 3.1.1. Ukázalo se, že nejúčinnější vakcína v našem modelu inhibuje expanzi 
CD11b+ Gr-1+ MDSC a zvyšuje hladinu CD11b+ CD11c+ DC ve slezině myší 
imunizovaných touto vakcínou (Publikace 4, Figure 5). Taktéž se ví, že na výše popsanou 
expanzi DC a přepnutí na Th1 typ imunitní odpovědi je třeba opakovaně podávat Flt3L, 
nejlépe v průběhu 10 dnů (262). Stejného efektu, jak se ukázalo v této práci, je schopna 
jedna dávka rVACV ko-exprimujícího tento cytokin. Ovšem pod jednou podmínkou. 
Kmen VACV, který se použije na konstrukci takového typu vakcíny, musí být schopný 
replikace uvnitř savčích buněk. Pokud byly myši imunizovány dvojitou rekombinantou 
rVACV kmene MVA, který se v savčích buňkách nereplikuje ( kapitola 3.5.1.1), exprese 
Flt3L byla krátkodobá. Ačkoli jsem detekovala vyšší imunitní dopověď, omezená 
koncentrace uvedeného cytokinu nevedla k dostatečnému protinádorovému efektu 
(nepublikovaná data).   
 Oba dva typy zkonstruovaných dvojitých rekombinant rVACV (exprimujících 
SigE7LAMP v kombinaci s TGFβRII anebo Flt3L) vedly k eliminaci nádorů TC-1.  
V případě rVACV ko-exprimující Flt3L se podařil prokázat pozitivní efekt tohoto cytokinu 
na indukci funkční HPV16-E7-specifické protinádorové imunity. Vakcína rVACV, která 
produkovala solubilní formu TGFβRII, tento typ buněčné imunity nezvýšila. Navzdory 
tomu vedla ke zvýšení protinádorové imunity jako takové, jelikož z ní produkovaný 
cytokin neutralizoval imunosupresivní vliv TGFβ v nádorovém mikroprostředí.          
 
 






 Při tvorbě vakcín je zapotřebí brát do úvahy několik aspektů, které se snažily splnit 
i vakcíny použité v této dizertační práci. Dodání genu pro TA do cílových buněk  
a produkce dostatečného množství TA, časově přiměřená exprese tohoto genu (splňují 
rVACV), zpracování a prezentace TA prostřednictvím APC (splňují DNA vakcíny  
a rVACV) a kostimulace DC (ko-exprese Flt3L), aby mohla nastat aktivace efektorových  
a paměťových CTL, také přepnutí na Th1 imunitní odpověď ve formě CTL (analogy TLR, 
např. dsRNA vznikající při virové infekci VACV nebo adjuvantní efekt CpG ODN) 
 a v neposlední řadě schopnost CTL překonat únikové mechanizmy nádorového 
mikroprostředí (neutralizace TGFβ pomocí mAb anebo dvojité rekombinanty rVACV 
exprimující SigE7LAMP společně s TGFβRII) (367). Jak se ukázalo z našich pozorování, 
jako i z výsledků jiných skupin, nejvhodnější způsob pro zabezpečení všech těchto 
mechanizmů je kombinovaná protinádorová imunoterapie.  
 Klinické studie z posledních let zase potvrzují, že použití jednoho z klasických 
přístupů (chemoterapie, radioterapie) a imunoterapie (především mAb) vede ke kýženým 
výsledkům (367). Působení jejich účinků se navzájem doplňuje a propojuje a vede 















 V této práci jsme zkonstruovali a především na myším modelu stanovili účinnost 
rekombinantních vakcín proti několika nádorovým antigenům, specifickým pro 
hematologické a solidní nádory.  
 Proti nádorům pozitivním na autologní protein WT1 byly zkonstruovány DNA 
vakcíny a vakcíny na bázi rVACV, které exprimovaly sekvenci myšího proteinu WT1 
(mezi 94. a 249. aminokyselinou). Peptidové vakcíny byly odvozeny z té samé části 
uvedeného proteinu. Našli jsme vhodný biologický model pro stanovení vlivu 
připravených vakcín na růst nádorů, tj. WT1+ buněčnou linii TRAMP-C2, 
charakteristickou vysokou produkcí imunosupresivního TGF. Zavedli jsme a 
optimalizovali test ELISPOT-IFN pro detekci vakcínami vyvolané WT1-specifické, jako i 
rVACV vakcínami vyvolané VACV-E3 specifické T-buněčné imunitní odpovědi. 
Protinádorový efekt připravených vakcín se podařilo zvýšit jenom neutralizací TGF. Jiné 
ovlivnění nebylo účinné (zvýšení molekul MHC I. třídy pomocí poly I:C nebo demetylace 
těchto genů pomocí 5-azacytidinu, či odstranění Treg). V  přítomnosti protilátky proti 
TGF se jako nejúčinnější ukázaly peptidy aplikované i.d. tetováním, jak v terapii nádorů 
TRAMP-C2, tak v indukci IFNγ+ protinádorové odpovědi namířené proti WT1. 
 V laboratoři Doc. Forstové byly připraveny vakcíny na bázi partikulí podobných 
myšímu polyomaviru, které nesly fragment o velikosti 177 aminokyselin ze spojové oblasti 
fúzního proteinu BCR-ABL. V naší laboratoři byly zkonstruovány i jiné typy vakcín 
(rVACV, DNA) s expresí peptidu dlouhého 25 aminokyselin z té samé oblasti proteinu 
charakteristického pro CML. Ani jedna z těchto vakcín neindukovala BCR-ABL-
specifickou T-buněčnou imunitní odpověď, ani nebyla účinná v terapii myších 
leukemických nádorů. Ukázalo se, že protein BCR-ABL není vhodný imunogen.  
 Proti nádorům asociovaným s HPV16 byly zkonstruovány rVACV vakcíny  
s expresí SigE7LAMP, tj. imunogenní formy onkoproteinu HPV16-E7, jejichž činnost se 
podařilo zvýšit ko-expresí TGFβRII či Flt3L. Všechny dvojité rekombinanty vyvolaly 
imunitu, která vedla k redukci myších nádorů TC-1, pozitivních na HPV16-E6 a HPV16-
E7. Ko-exprese Flt3L snižovala expanzi imunosupresivních MDSC, zvyšovala množství 
DC a měla pozitivní vliv na indukci funkční HPV16-E7-specifické protinádorové imunity. 
Ačkoli produkce TGFβRII nezvýšila buněčnou imunitu namířenou proti HPV16-E7, vedla 
ke zvýšení protinádorové imunity jako takové, v důsledku neutralizace imunosupresivního 
vlivu TGFβ v nádorovém mikroprostředí. 
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Abstract
Viral CC chemokine inhibitor (vCCI) of the clone P13 vaccinia virus (VACV) strain PRAHA lacks eight amino
acids in the signal peptide sequence. To study the influence of vCCI on virus biology, a virus with the vCCI gene
coding for a prolonged signal sequence was prepared. We found that secreted vCCI attenuated the virus in vivo,
and that it correlated with decreased levels of RANTES, eotaxin, TARC, and MDC in the blood in comparison
with the parental virus. We determined the influence of vCCI on the CTL response against VACV E3(140–148)
(VGPSNSPTF) and HPV16 E7(49–57) (RAHYNIVTF) H-2D
b-restricted epitopes. The examination of the specific
CTL response elicited by immunization with the recombinant VACV-expressing tumor-associated HPV16 E7
antigen by IFN-c ELISPOT showed that the immunogenicity of the recombinant VACV-producing secretory
vCCI was similar to that of the parent virus or deletion mutant in the C23L/B29R locus. Immunization with the
secretory vCCI-producing recombinant virus has a lower therapeutic anti-tumor effect against TC-1 tumors.
Viral CCI downregulated the E7-specific response induced by gene gun immunization with the DNA vaccines
pBSC-SigE7 LAMP and pBSC-vCCI. We also observed that the immune response against vCCI elicited by the
DNA vaccine did not affect the multiplication of VACV in vivo.
Introduction
Chemokines are soluble small proteins (8–14 kDa)which are important in inflammation, embryogenesis,
wound healing, angiogenesis, tumorigenicity, and natural
and adaptive immunity against microbial pathogens. Binding
to cognate 7-span transmembrane G protein-coupled recep-
tors elicits responses of various target cells (1,2). It results in
cell migration, macrophage activation, T-cell activation, and
cytokine production, or dendritic cell maturation. Virus in-
fection leads to the upregulation of the expression of multiple
chemokine genes that are important for the antiviral response
(3). To impair host defense, many viruses developed elaborate
means to counteract chemokines (4). Poxviruses, the large
DNA viruses that encode many immunomodulatory factors,
have several mechanisms available to block chemokine ac-
tivity. One type of secretory viral CC chemokine inhibitors
(vCCI) (5) is encoded by many members of the poxvirus
family, such as some vaccinia virus strains, cowpox virus,
camelpox virus, variola virus, Shope fibroma virus, and
myxoma virus (6–8). The 35- to 40-kDa protein has no ho-
mology to any known cellular chemokine receptor or to any
other eukaryotic protein. Viral CCI has the ability to bind
most CC chemokines (vCCI) with high affinity, thus blocking
the interaction with a cellular receptor; however, they do not
bind to CXC, C, or CX3C chemokines (9). Secretory vCCI from
the Lister strain of vaccinia virus reduces virus virulence and
the inflammatory response to infection, as demonstrated in
a murine intranasal model (10).
Chemokines play an important role in tumorigenesis.
Tumor cells and stromal cells like fibroblasts and leukocytes
produce many chemokines which sustain the growth of tumor
cells, induce angiogenesis, and facilitate the immune escape of
tumor cells. Some CC chemokines contribute to angiogenic
progression and development. Monocyte chemotactic protein-
1 (MCP-1 or CCL2) is known to potentiate the activity of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) (11) and transforming
growth factor-b (TGF-b) (12). MCP-1 expression in the tumor
may mediate angiogenesis through prominent recruitment of
macrophages, which subsequently produce angiogenic factors
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such as tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6),
and IL-8 (13,14). In addition to MCP-1, other CC chemokines
have been shown to mediate angiogenesis and modulate ex-
tracellular matrix in vivo (15–20). The chemokines MCP-1 and
RANTES (CCL5) produced by tumors induce the formation of
the immunosuppressive environment through initiation of
migration of tumor-associated macrophages (TAM) into tumor
stroma, which leads to the inhibition of tumor-specific T-cell
effectors (21). Attracted TAMs are also stimulated by these
chemokines to higher levels of production of pro-tumorigenic
factors that promote angiogenesis and degradation of the ex-
tracellular matrix, such as the matrix metalloproteinases MMP2
and MMP3, and production of inflammatory cytokines like
TNF-a, that induce additional production of tumor-supporting
factors such as MMP and the chemokines MCP-1 and RANTES
by tumor cells. This shows that MCP-1 and RANTES are at the
beginning of the malignant process, inducing repeated cycles
of attraction of monocytes and secretion of pro-tumorigenic
factors (22). Although the described mode of MCP-1 and
RANTES action is employed during breast cancer progression,
a similar situation may arise during cervical cancer progres-
sion. Elevated plasma levels of RANTES were found in higher
stages of cervical cancer, and the amount of RANTES was
considerably increased in the primary tumor and metastases
in all patients. The higher number of macrophages developing
the pro-malignant phenotype correlating with carcinogenesis
was observed in the tumor stroma of patients with high-grade
cervical intraepithelial neoplasia and cancer (23). TAMs also
play an important role in the development of TC-1 tumors (24).
Poxviruses have been used many times in experimental
cancer therapy. They function either as vehicles for deliver-
ing therapeutic genes such as tumor-associated antigens and
immunomodulatory molecules, or as oncolytic agents (25).
To date, a large number of clinical studies have been con-
ducted with vaccinia virus (VACV) vectors. It has been
shown that immunization with the vaccinia virus expressing
human papillomavirus 16 and 18 E6 and E7 proteins has an
anti-tumor effect, and the capability to elicit antigen-specific
T-cell responses in laboratory mice (26,27). The therapeutic
effect of these vaccines has also been shown in a number of
studies in patients with vulval and vaginal neoplasia (28–30).
In our work, we wanted to evaluate the contribution of
vCCI to the capability of VACV to induce an immune re-
sponse. To uncover the role of vCCI in the induction of an
antitumor effect by immunization with a recombinant vector
derived from the vaccinia virus strain Praha, we constructed
deletion and insertion mutants encompassing C23L/B29R
loci, and expressing tumor-associated antigen HPV16 E7
protein. Beside the evaluation of the specific CTL response
by IFN-c ELISPOT, the anti-tumor effect against TC-1 tumors
was tested in therapeutic and preventive arrangements. We
also determined the ability of rVACV to modulate chemo-
kine levels in the sera of immunized mice. We showed that
vCCI decreased specific cellular immunity elicited by DNA
vaccines, and that the vCCI-specific immune response does
not affect multiplication of VACV in vivo.
Materials and Methods
Plasmids
The pD357 plasmid for deletion of vCCI genes from the
vaccinia virus was obtained from A. Patel (Glasgow) (5). To
prepare revertant viruses, the 4889-bp fragment containing
the C23L gene was amplified by PCR using PfuI polymerase,
primers C23L-1: 5¢-AACAAAGATTCTTCCTCCAAACA-3¢
and C23L-2: 5¢-AAAAGAAGAAGTCGCGAGAGG-3¢, and
genomic DNA of P13 virus as a template. The amplified
nucleotide sequence was inserted into pCR Blunt TOPO
plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and verified by se-
quencing. The pD357 plasmid was digested partially with
HpaI and NruI, and a fragment containing the C23L gene
was substituted for the b-galactosidase gene. The resulting
plasmid, denoted as pD357-C23L, was cleaved with EcoRI,
and the cassette containing the guanosine phosphoribosyl
transferase (gpt) gene from E. coli and the vaccinia virus p7.5
promoter was inserted. The gpt cassette had been excised
from the plasmid pGPT07 (31) and provided with EcoRI-
compatible ends. The resulting plasmid was denoted as
pD357-Rev. The plasmid for generation of P13 virus, which
could express the secreted vCCI, was prepared from pD357-
C23L plasmid by cutting with SphI and ligation with the
annealed oligonucleotides 35Sig-1: 5¢-TATGTGCCTGGCGG
CAGCTGCCATG-3¢, and 35Sig-2: 5¢-GCAGCTGCCGCCA
GGCACATACATG-3¢. The sequence and orientation of the
insert was determined by sequencing (Fig. 1C). In the next
step, the plasmid was cleaved with EcoRI and the fragment
containing the gpt cassette was inserted. The resulting plasmid
was denoted as pD357-Rev + Sig. The expression plasmid
pBSC-Sig vCCI was prepared by the ligation of the pBSC
plasmid (32) digested with XhoI and BglII restriction endonu-
cleases with the PCR fragment amplified using vaccinia LIVP1:
5¢-ATTCTCGAGCCGCCATGAAACAATATATCGTCC-3¢ and
LIVP2: 5¢-TTCAGATCTATAGAGTTATCGATTCAG-3¢ prim-
ers, and the vaccinia LIVP genomic DNA as a template, and
digested with the same enzymes as the plasmid. The pBSC-
SigE7LAMP plasmid was described earlier (32).
Viruses and cells
Vaccinia virus clone P13 was isolated from the Sevac
VARIE smallpox vaccine (strain Praha) (33). Vaccinia virus
LIVP (Lister strain) was obtained from W. Chernos, Moscow,
Russia. Viruses were multiplied in BSC40 cells, purified by
sucrose-gradient centrifugation (34), and titrated in CV-1
cells. The recombinant virus P13-E7GGG (35) contains the
gene of modified E7 protein inserted in the TK gene. E7GGG
expression is controlled from the H5 early-late promoter. The
P13-PreS2-S virus was described previously (36). HPV16
E6E7-expressing TC-1 cells, derived from C57BL/6 mice,
were kindly provided by T.C. Wu (Baltimore). The cells were
cultivated in modified E-MEM (EPL) medium containing
bovine serum growth-active proteins but no complete serum
(37). RMA-S cells obtained from M. Smahel from our de-
partment were grown in RPMI-1640 supplemented with 10%
FCS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 lg/mL
streptomycin, and 10 lM b2-mercaptoethanol.
Construction of VV recombinants
Deletion of the vCCI gene (C23L/B29R loci) was achieved
by their replacement with the b-galactosidase gene using
homologous recombination with the plasmid pD357 (5).
Double deletion mutants were selected by repeated isolation
of stable ‘‘blue plaque’’ viruses. The absence of the vCCI
coding sequence was confirmed by PCR using primers
412 GABRIEL ET AL.
5¢-TCTCTTCTTCGCTATCTG-3¢ and 5¢-ACACCGACCAAT
GATAAGAT-3¢. The resulting virus was denoted as P13-
DvCCI. To prepare the virus carrying the gene for vCCI
containing the full-length signal sequence (P13-Sig-vCCI),
the P13-DvCCI virus was recombined with the pD357-
Rev + Sig plasmid. The P13-Sig-vCCI virus was isolated us-
ing transient dominant selection (31). First, recombinant
viruses carrying the gpt gene were selected and double
plaque purified under selection pressure (mycophenolic acid
25 lg/mL, xanthine 250 lg/mL, and hypoxanthine 14 lg/
mL). Subsequently, another double plaque purification pro-
cedure with selection of ‘‘white plaques’’ enabled reversion
to the gpt - phenotype and insertion of the vCCI coding
region into both loci. The revertants of P13-DvCCI and P13-
Sig-vCCI to the parental genotype, which are denoted as
RevP13-DvCCI and RevP13-Sig-vCCI, respectively, were
prepared by recombination with pD357-Rev and selected by
the same method. Revertant viruses were confirmed by PCR.
DNA immunization
Mice were immunized at a 2-week interval with three
doses of plasmid DNA coated onto 0.5-mg, 1-lm gold par-
ticles (Bio-Rad, Hercules, CA) by the procedure re-
commended by the producer. Vaccines were delivered into
the shaven skin of the abdomen at a discharge pressure of
400 psi by a gene gun (Bio-Rad).
Antibodies to viral chemokine inhibitor
Mouse antisera against vCCI were prepared by immuni-
zation with DNA vaccine encoding pBSC-vCCI. Mice re-
ceived three doses administered at 2-week intervals. The sera
were collected 2 wk after the last immunization.
Animal experiments
Six-week-old C57BL/6 (H-2b) female mice obtained from
Charles River, Cologne, Germany, were used for all experi-
ments. The animals were maintained under standard con-
ditions at the National Institute of Public Health (Prague).
The experiments were performed in compliance with Acts
no. 246/92 and 77/2004 on animal protection against cruelty,
and Decree no. 311/97 of the Ministry of Health of the Czech
Republic, on the care and use of experimental animals. Mice
were injected intraperitoneally (IP) with 0.5 mL PBS con-
taining sonicated suspension of rVACV.
Tumor induction
Mice received a dose of 3 · 104 TC-1 cells injected subcu-
taneously (SC) into the back. Tumor growth was measured
weekly. Differences were statistically analyzed using Prism
3.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
Immunoblotting
CV-1 cells were infected at MOI 3 with vaccinia virus. Two
hours later, the medium was replaced with RPMI without
serum. After 20 h, the supernatants were separated, cell
cultures were washed twice with PBS, and resuspended in
PBS containing protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany). The cells were lysed with Laemmli
buffer containing 2-mercaptoethanol and heated at 95C for
FIG. 1. N-terminal sequence of vCCI of the vaccine strain PRAHA. (A) Comparison of the N-terminal amino acid sequences
of various VACV strains and cowpoxvirus. The accession numbers are shown in parentheses. (B) Coding sequences of the
vCCI of VACV-P13, and (C) of the reconstructed P13-Sig-vCCI. The sequence of the synthetic oligonucleotide insert is shown
in italics. The site of insertion (restriction enzyme SphI) is underlined.
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5 min. The supernatant of infected cells was supplemented
with protease cocktail inhibitor, clarified, and concentrated
using Amicon Ultracell-10k (Millipore, Billerica, MA). The
concentrate was mixed with Laemmli buffer containing 2-
mercaptoethanol and heated at 95C for 5 min. Proteins were
separated by SDS-PAGE in a 12% gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Hybond-C Extra, Amersham, Pis-
cataway Township, NJ). The membrane, preincubated with
10% skim milk in PBS for 1 h, was incubated with mouse
antiserum against vCCI diluted 1:50 in PBS containing 5%
milk at 4C overnight. The membrane was cut into strips for
the examination of the individual mouse sera. After washing,
the membrane was incubated with rabbit anti-mouse IgG
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody di-
luted 1:4000 (Sigma-Aldrich) for 2 h. Proteins were visualized
with the ECL Plus system (Amersham).
Ligand binding
The cross-linking experiment was performed as described
by Alcami et al. (6). The supernatant of infected CV1 cells
was prepared by the same procedure as for immunoblotting.
The concentrate, equivalent of 20,000 cells, was used for each
cross-linking reaction. We utilized radioiodinated human
recombinant 0.4 nM macrophage inflammatory protein-1a
(MIP-1a) 125I (2000 Ci/mmol) (GE Healthcare, Pittsburgh,
PA), 40 mM 1-ethyl-3(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide
(EDC) (Sigma-Aldrich), and 5 lL of concentrated supernatant
in 25 lL of binding medium (RPMI 1640, 20 mM HEPES [pH
7.4], 0.1% BSA). The samples were analyzed by SDS-PAGE
on a 12% gel. The gel was exposed and scanned on a Phos-
phorimager (Fuji, Cypress, CA).
Detection of chemokine levels by ELISA
Levels of 12 common mouse chemokines (RANTES, MCP-
1, MIP-1a, MIP-1b, SDF-1, IP10, MIG, EOTAXIN, TARC,
MDC, KC, and 6Ckine) in mouse sera were determined using
a Multi-Analyte ELISArray Kit (SABiosciences, Frederick,
MD), according to the manufacturer’s instructions. To be
able to perform the complete assay the sera aliquots of four
animals were pooled in each group.
Detection of VACV multiplication in vivo using
quantitative PCR (Q-PCR)
Mice were anesthetized with halothane (Narcotan; Léciva,
Prague, Czech Republic) and sacrificed. The ovaries were
dissected, washed in PBS, and homogenized. DNA was ex-
tracted using a DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many). Real-time quantitative PCR was performed as
described previously (38).
Assay of immune responses
E7- and VACV-specific T-cell response. The spleens
were removed from mice 12 d after the last immunization
and the response of interferon-c (IFN-c)-producing cells was
determined by ELISPOT IFN-c assay upon in vitro restimu-
lation with 0.025 lg/mL HPV16 E7(49–57) (RAHYNIVTF), or
1 lg VACV E3(140–148) (VGPSNSPTF) H-2D
b-restricted pep-
tides for 20 h as described previously (38). The working
concentration was optimized for each peptide. All peptides
were purchased from Clonestar (Brno, Czech Republic). The
CTL epitope VACV E3(140–148) was predicted using the
RANKPEP, SYFPEITHI algorithm. We have shown repeat-
edly using the ELISPOT assay and intracellular cytokine
staining test (ICS), that the splenocytes of C57BL/6 mice,
which had been immunized with various strains of VACV
including MVA, responded to stimulation with E3 peptide.
To confirm here the applicability of the VACV E3(140–148)
(VGPSNSPTF) peptide for the detection of VACV-specific
CTLs, we demonstrate that VACV E3(140–148)-specific CTLs
are present in animals immunized with recombinant vaccinia
virus P13 expressing glucuronidase of E. coli (39), and are
absent in non-immunized mice. We show also that such
splenocytes are not activated by the HPV16 E7(49–57) peptide,
which is irrelevant for vaccinia virus. The response of sple-
nocytes was determined by ELISPOT-IFN-c (Supplementary
Fig. S1A; see online supplementary material at http://
www.liebertpub.com), and the responding cell population
was characterized by ICS (Supplementary Fig. S1B; see on-
line supplementary material at http://www.liebertpub.com).
For ICS staining, the splenocytes were restimulated with
0.01 lg/mL E3 peptide or 0.0025 lg/mL E7 peptide in bulk
culture for 6 d. Twelve hours before staining, the medium
was replaced with fresh medium containing peptide. Bre-
feldin A (GolgiStop; BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA) was added to the culture medium according to the
manufacturer’s instructions. Surface CD8 molecules were
stained with FITC-conjugated rat anti-mouse CD8 mono-
clonal antibody (eBioscience). Then the cells were fixed and
permeabilized using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Bios-
ciences Pharmingen), and intracellular IFN-c was stained
with PE-conjugated rat anti-mouse IFN-c monoclonal anti-
body (eBioscience, San Diego, CA). Further, to determine
binding of the VACV E3(140–148) peptide epitope with the
responsible MHCI molecule, we performed an H-2Db stabi-
lization assay with RMA-S cells as described previously (40).
The cells were pulsed with 10 lM E3, E7, or M1(13–21)
(SIIPSGPLK) peptide at 25C, and afterward incubated at
37C. The H2-Db on the cell surface was stained with the
FITC-labeled anti-H2-Db MAb (clone DTDb; Serotec, Oxford,
U.K.). The dead cells were stained with propidium iodide
(PI). The intensity of FITC signal in PI-negative cells was
determined by flow cytometry. As shown in Supplementary
Fig. S2 (see online supplementary material at http://
www.liebertpub.com), the E3(140–148) peptide stabilized the
H2-Db molecules on the surface, similarly to the previously
described HPV16E7(49–57) peptide (RAHYNIVTF) (41). As
negative control, we used an H2-Db-irrelevant peptide de-
rived from influenza A M1 protein, or incubation in medium
without any peptide. The MFI values for samples containing
peptide were compared with samples incubated without
peptide. The differences were tested by two-way ANOVA.
The experiment was repeated twice with similar results.
Flow cytometry detection of surface molecules
on splenocytes
The spleens were mechanically disrupted and a single-cell
suspension was acquired after red blood cell lysis using ACK
buffer (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, and 0.1 mM EDTA).
Cells were stained with the fluorescently-conjugated mAbs
CD3-FITC, CD4-FITC, CD8-FITC, CD11b-PE, CD11b-FITC,
CD11c-PE, F4/80-PE, and Gr-1(Ly6G-FITC). F4/80-PE mAb
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was purchased from ABD-Serotec (Dusseldorf, Germany),
and the other mAbs were supplied by BD Biosciences
Pharmingen. The expression of surface molecules was de-
termined by flow cytometry using a Coulter-Epics XL flow
cytometer (Beckman Instruments, Williamsville, NY) and
FlowJo software (Tree Star, Inc., Ashland, OR).
Results
The putative viral inhibitor of CC chemokines encoded
by the vaccine strain Praha contains a shortened
signal peptide sequence
Our goal was to determine whether the viral inhibitor of
CC chemokines influences the immunogenicity and anti-
tumor activity of recombinant vectors derived from an at-
tenuated vaccinia virus strain. First, we sequenced the region
encoding the N-terminal part of vCCI of the P13 clone of the
strain PRAHA. The comparison of the amino acid sequence
translated from a portion of a 4889-bp fragment amplified
using C23L-1 and C23L-2 primers with the amino acid se-
quence of vCCI from other poxviruses revealed that the
strain PRAHA encodes vCCI lacking 8 amino acids inside
the signal peptide sequence (Fig. 1A and B).
Prolongation of the signal sequence of vCCI results
in restoration of functional vCCI production
The production of vCCI by CV1 cells infected with re-
combinant viruses derived from P13 virus was examined by
immunoblot (Fig. 2A). For the detection, a specific antiserum
prepared by immunization of mice with the vCCI gene of
LIVP in the form of DNA vaccine was used (see materials
and methods section). We did not detect any vCCI in the
concentrated culture medium of cells infected with the par-
ent P13 virus carrying the E7GGG gene or in mock-infected
cells. In the lysate prepared from cells infected with P13-
E7GGG, we found only a faint nonspecific band, which was
also present in the lysate of mock-infected cells and cells
infected with P13-DvCCI-E7GG. To prepare a virus P13 that
produces secreted vCCI similarly to the Lister virus, the
signal sequence of vCCI-P13 was restored by the insertion of
an oligonucleotide coding for eight additional amino acids
(Fig. 1C). Immunoblot analysis showed that CV1 cells in-
fected with the resulting virus P13-Sig-vCCI E7GGG secreted
the vCCI of the same size as did the LIVP virus (Fig. 2A).
The band of intracellular vCCI detected in samples of
cells infected with LIVP and P13-Sig-vCCI-E7GGG was more
intense than the non-specific band. In the lysate of LIVP-
infected cells, two more bands of a smaller size were de-
tected, probably representing vCCI fragments. Moreover, the
supernatant of the cells infected with the P13-Sig-vCCI virus
showed similar MIP-1a chemokine binding activity as the
supernatant from the cells infected with the LIVP virus (Fig.
2B). The supernatant of mock-infected cells or cells infected
with the parental P13 virus showed no chemokine binding
activity. A faint band of lower size appeared if cross-linking
agent was used in the absence of any supernatant.
Secretory vCCI modulates chemokine levels
in the blood of VACV-infected mice
To determine the activity of rescued vCCI production
in vivo, we examined the amount of common chemokines in
the blood of infected mice by ELISA. The results of two ex-
periments are shown in Table 1. The administration of the
P13-E7GGG virus increased the level of RANTES, MCP-1,
MIG, eotaxin, TARC, MDC, and KC, on day 3 in comparison
with mock-infected mice. The blood of all groups of mice
contained non-detectable amounts of MIP-1a and GCkine. In
comparison with undeleted P13-E7GGG virus, the infection
with P13-Sig-vCCI-E7GGG reduced the levels of RANTES,
eotaxin, TARC, and MDC in the blood. Production of vCCI
by vaccinia virus had no effect on the amount of MCP-1,
MIG, or KC on day 3. The levels of eotaxin and MDC de-
creased gradually, and the differences found on day 4 were
smaller than those on day 3. The values could not be statis-
tically analyzed, because the chemokine levels were mea-
sured in the pooled sera.
Production of secretory vCCI attenuated
P13 VACV in vivo
It has been shown previously that the insertion of the
C23L/B29R encoding region from the Lister strain into the
genome of a highly virulent virus of the WR strain resulted
in a decrease of its virulence in mice. We investigated whe-
ther secretory vCCI could further reduce the virulence of the
highly attenuated vaccine strain Praha. Groups of mice
(n = 16) were injected IP with 1 · 106 PFU of each rVACV on
day 0. The ovaries from four animals of each group were
collected on days 3, 4, 5, and 7. The viral DNA was deter-
mined in the DNA isolated from the ovaries by PCR. DNA of
the viruses P13-E7GGG and P13-DvCCI-E7GGG was de-
tected in five animals, and RevP13-DvCCI-E7GGG in six
animals, during the observed period. Virus P13-SigvCCI-
E7GGG was only found three times on days 3 and 4. Though
the differences were not significant due to considerable
variability, the results of the DNA assay together with the
lower levels of anti-VACV antibodies (Fig. 4B) found in the
infected mice, suggested that rescuing secretory vCCI pro-
duction in P13 virus led to attenuation of viral replication
in vivo (Fig. 3A).
Induction of an antigen-specific immune response
toward vCCI protein elicited by the DNA vaccine had
no effect on VACV replication in vivo
Next we investigated whether the immunity to vCCI
could modulate viral replication in vivo. We speculated that
neutralization of the secretory vCCI by antibodies might
result in the increase of virulence of VACV. Alternatively, the
VACV-infected cells could be lysed by the vCCI-specific
cytotoxic T cells, which would lead to decreased virus rep-
lication in vivo. Mice immunized with three doses of pBSC-
vCCI or pBSC vaccine were challenged with 106 PFU P13-Sig
vCCI-E7GGG on day 39. The viral DNA was measured
by PCR in the DNA isolated from the ovaries on days 3 and 4
after the challenge. No statistically significant difference was
found between the groups (Fig. 3B). The efficiency of DNA
vaccine was determined by the detection of vCCI-specific
antibodies in individual mouse sera by immunoblot, as
shown in Fig. 3C. We concluded that the presence of anti-
bodies against vCCI did not affect multiplication of a VACV
that produced secretory vCCI.
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FIG. 2. Viral CCI production in vitro by (A) immunoblotting assay, or (B) cross-linking assay. The lysate and supernatant of
CV-1 cells infected at MOI 3 for 20 h with P13-E7GGG, P13-Sig-vCCI-E7GGG, P13-DvCCI-E7GGG, or LIVP virus (A), were
separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The membrane was incubated with mouse antiserum
against vCCI and rabbit anti-mouse IgG horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody. (B) Supernatants from CV-1
cells infected with P13, LIVP virus, or P13-Sig-vCCI-E7GGG, or mock-infected were cross-linked with 125I-labeled MIP-1a
using EDC. The samples were separated by SDS-PAGE and the radioactive signal was detected by autoradiography.
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Secretory vCCI does not enhance the immune
response to P13 VACV recombinants and DNA
vaccine
In the next step, we examined the effect of vCCI production
on the immunogenicity of recombinant viruses expressing the
modified HPV16 E7 protein. We determined the CTL response
against the dominant CTL epitope HPV16 E7(49–57) (RAHY-
NIVTF), and against the VACV E3(140–148) (VGPSNSPTF) epi-
tope. We found cellular responses elicited by one dose of 106
PFU P13-E7GGG, P13-DvCCI-E7GGG, Rev-P13-DvCCI-E7
GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG, as detected by IFN-c ELISPOT
(Fig. 4A), to be similar in magnitude, with the differences not
being statistically significant. It seems that the response of
CD8 + T cells elicited by the recombinant virus is not affected
by any form of the vCCI gene. To determine the effect of vCCI
expressed by P13-E7GGG on the immune cells, we quantified
the major subpopulations of splenocytes by flow cytometry,
using surface markers CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD25, F4/
80, and Gr1. The animals were injected IP with a single dose of
3.106 PFU, and the splenocytes were analyzed on days 3 and
15. We observed that none of the markers had significant
changes in comparison with the splenocytes of naı̈ve mice
(data not shown). The antibody response against the vaccinia
virus was examined at two time points. In the first experiment,
blood was collected from animals examined for a CTL re-
sponse on day 12. In the second experiment, mice were
injected with 3.106 PFU and blood was collected on day 35
after virus administration (Fig. 4B). In both experiments
P13-E7GGG elicited a stronger response than P13-Sig-vCCI-
E7GGG in both groups, though the difference was not statis-
tically significant.
To determine the effects of secretory vCCI on the E7-
specific CTL response in the absence of virus infection, we
immunized mice against E7 protein with the DNA vaccine in
combination with the plasmid carrying the vCCI gene from
LIVP virus. The pBSC-SigE7LAMP DNA vaccine and either 1
or 2 lg of pBSC-vCCI or pBSC were shot with a gene gun
subsequently to the same site. The animals received two
doses 2 wk apart. The CTL response was examined 12 d after
the last immunization by IFN-c ELISPOT (Fig. 4C). We ob-
served that the HPV16-E7-specific response was lower in
animals that received the pBSC-vCCI plasmid compared to
the empty plasmid, which implies that the viral CCI has no
enhancing activity on the antigen-specific CTL response. The
difference was statistically significant ( p = 0.01) when 2 lg of
the plasmids were used. Moreover, the immunization with
the mixture with 2 lg of the pBSC-vCCI plasmid in com-
parison with the empty vector resulted in a decrease in the
number of IFN-c spots ( p = 0.01), when the splenocytes were
cultured in the absence of E7 peptide. The effect was dose-
dependent, as the addition of 2 lg of the pBSC-vCCI plasmid
reduced the response more than 1 lg ( p = 0.0057).
Anti-tumor effect of therapeutic immunization against
TC-1 tumors is decreased by the production of
secretory vCCI
To learn whether the binding of chemokines to vCCI
produced in mice with growing tumors can improve the
anti-tumor effect of therapeutic immunization with VACV
expressing HPV16 E7, we immunized mice with P13-
E7GGG or P13-Sig-vCCI-E7GGG and its deletion and re-
version mutants the day following the administration of the
TC-1 cells. As the control virus we used P13-PresS2S, which
expresses the coding sequence of the middle protein of the
surface antigen of the hepatitis B virus. We observed (Fig. 5)
that the immunization with P13-E7GGG or its deletion
mutant had a significant anti-tumor effect in comparison
with the P13-PresS2S, as determined by the t-test on day 27.
The reversion mutants also had an anti-tumor effect, though
it was not significant because of the smaller size of the an-
imal groups. P13-Sig-vCCI-E7GGG had the lowest anti-tu-
mor effect, and the difference was statistically significant in
comparison with P13-E7GGG. The outcome was different
when mice were first immunized with one dose of rVACV
and TC-1 cells were administered 2 wk later. The immuni-
zation with both P13-E7GGG and P13-Sig-vCCI-E7GGG
resulted in similar inhibition of the growth of tumors (data
not shown).
Table 1. Chemokine Levels in Sera of Mice Inoculated with rVACV Expressing Sig-vCCI
Mouse injected with rVACVa














CCL5 (RANTES) 6.39d 3.48 2.88
CCL2 (MCP-1) 7.83 8.32 5.39
CCL3 (MIP-1a) 0 0 0
CCL4 (MIG) 8.07 8.13 0
CCL11 (Eotaxin) 44.26 34.34 36.43 32.33 23.06 32.56
CCL17 (TARC) 2.85 2.12 0
CCL22 (MDC) 19.41 10.51 16.95 8.95 7.43 7.68
KC 3.07 3.15 2.16
CCL21 (GCkine) 0 0 0
aAnimals were injected with 3.106 PFU in 0.5 mL PBS IP.
bIn Experiment 1 blood was collected on day 3. The pool of sera (n = 2) was examined for the presence of mouse chemokines.
cIn Experiment 2 blood was collected on day 4. The pool of sera (n = 4) was examined for the presence of CCL11 and CCL22.
dThe absorbance values were normalized to the baseline value (0%), and to the absorbance that gave the specific chemokine-positive
control supplied in the kit (100%). The data were calculated from absorbance values OD 450–OD 630.
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Discussion
In our study, we examined the influence of the immuno-
modulatory protein vCCI (35K) on the immunogenicity of
recombinants derived from clone P13 of the vaccine strain
Praha, and their anti-tumor effect against TC-1 tumors. The
vCCI protein belongs to the group of secreted viral immu-
nomodulatory proteins. Thanks to its capability to efficiently
inhibit CC chemokines that direct migration of macrophages,
monocytes, DCs, and lymphocytes, it can influence different
stages of the antiviral immune response. The importance of
CC chemokines in this process was demonstrated for infec-
tion with the MVA virus, which induces an increased level
of MCP-1 in contrast to the strains Elstree, Wyeth, and WR.
The failure of MVA to prevent chemokine expression by
blocking NF-jB activation and sequestering MCP-1 by vCCI
presumably contributes substantially to its extraordinary
vaccination potential (42). We speculated that the vCCI gene
deletion from the vaccine virus Praha could lead to the cre-
ation of a virus with enhanced immunogenicity that would
induce stronger cellular immunity.
VACV P13 was prepared in our laboratory as a plaque-
purified clone of the vaccine strain Praha (33). When com-
pared with the VACV strains Wyeth, and LIVP (Lister), the
immunogenicity and virulence of the strain Praha is between
that of LIVP and Wyeth virus. The P13 clone is the most
virulent in comparison to the other Praha clones. The virus
LIVP was the most immunogenic and virulent of the three
strains tested. To determine the influence of vCCI on the
biological properties of the vaccine virus P13, we constructed
deletion mutants with insertion inactivation of the C23L/
B29R gene, and revertant viruses with genes inserted at
both loci in the ITRs. In our experiments, we used the P13
virus expressing the weakly immunogenic HPV16 antigen
E7GGG, because it is more suitable for the evaluation of
minor differences in the immunogenicity of the vector than
the other VACV P13-SigE7LAMP, producing a more im-
munogenic form of E7 antigen. This recombinant induces
the complete rejection of TC-1 tumors (35), and would not
allow the measurement of the influence of the small differ-
ence in virulence associated with the immunogenicity of Sig-
vCCI. Immunization with P13-E7GGG does not inhibit TC-1
tumor formation, but it is able to slow tumor growth.
The comparison of the P13 vCCI ORF nucleotide sequence
with the orthopoxvirus homologues revealed the highest 5¢
end homology of P13 with the vaccinia Copenhagen, WR,
Ankara, MVA, and Tian Tian strains, as well as with most
variola and monkeypox strains. The gene of these viruses
encodes CCI protein lacking the N-terminal signal peptide,
unlike vCCI of VACV Lister, the cowpox viruses Brighton
and GRI-90, and mousepox virus, which have an N-terminal
signal peptide with high cleavage probability between pro-
line 18 and alanine 19. A serine-rich sequence at the N-ter-
minus that is a part of a random coil of the vCCI molecule
contains four residues in the Praha strain. The chemokine
binding activity of vCCI is not changed, whether it contains
four or seven serines in orthopoxviruses, or the TKGI se-
quence, which was found in leporipoxviruses (8). The signal
peptide is essential for CCI secretion, and therefore rVACV
P13 with the complete signal sequence of vCCI was created.
It was confirmed by Western blot that the virus prepared
secretes CCI protein into the medium, and the cross-linking
experiment showed that vSigCCI is able to bind the 125I-
radiolabeled chemokine MIP-1a. The biological activity of
vSigCCI produced by P13 virus was also observed in vivo.
The role of immunomodulatory proteins such as CC che-
mokine inhibitors in the pathogenesis of poxvirus infection
can be tested by comparison of the reactions of the host after
FIG. 3. The effect of vCCI on in vivo multiplication of VACV
in naı̈ve or immunized mice. (A) Mice were injected IP with
one dose of 1 · 106 PFU P13-E7GGG, P13-DvCCI-E7GGG,
RevP13-DvCCI-E7GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG virus, or (B)
were immunized with 1 lg pBSC-vCCI DNA vaccine or con-
trol pBSC vaccine, shot with a gene gun on days 0, 7, and 28.
Subsequently, the animals were injected intraperitoneally with
1 · 106 P13-Sig-vCCI-E7GGG on day 39. (A and B) Replication
of viral DNA in the ovaries was determined by Q-PCR at the
indicated intervals after virus administration. (C) The presence
of vCCI-specific antibodies in the sera of mice immunized with
1 lg pBSC-vCCI DNA vaccine (lanes 1–4), or control pBSC
vaccine (lanes 5–8), was determined by immunoblot analysis.
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the application of the wild-type virus, and the deletion mu-
tants lacking the studied immunomodulatory protein. The
application route used for the evaluation of VACV CC che-
mokine inhibitors in the mouse model was usually intra-
dermal or intranasal administration (43). We have shown
that the secreted form of vCCI attenuated the multiplication
of IP-injected virus similarly to that previously described
for IN-applied virus (10). However, the IN and ID routes
appropriately mimic the typical natural routes of poxvirus
infection, and they result in high antibody responses but
very low CTL activity. On the other hand, the systemic IP
and IV application routes lead to induction of a strong CTL
response (44). The attenuated P13-E7GGG was able to elicit a
significant CTL response to HPV E7 only after IP inoculation
of a high dose 106 PFU, and for this reason we chose this
route of application. Moreover, IP injection was more con-
venient than the IN route, as we wanted to determine the
influence of the secreted form of vCCI on the anti-tumor
effect of immunization. It is known that the CC chemokines
play an important role during the development of various
tumors (45). Even though the influence of chemokines is
primarily exerted locally, elevated serum levels are often
observed, which correlate with the severity of disease.
Blockade of the CC chemokines after the systemic adminis-
tration of their antagonists may contribute to the inhibition
of the growth of tumors, as was tested in the past in several
preclinical studies (46–49). The positive effect of CC chemo-
kine antagonists on the immunotherapy of tumors can be
also detected via the analysis of the systemic and in-
tratumoral immune responses (50). We also wanted to evoke
the systemic production of vCCI, which could eventually act
in the tumor microenvironment in the course of tumorigen-
esis and induce an anti-tumor response.
When measuring chemokine levels in the serum of mice
on day 3 after IP infection by the parental virus P13-E7GGG,
we found increased levels of the chemokines MCP-1, MIG,
RANTES, and MDC. The P13-E7GGG virus is similar in this
feature to the MVA virus, which induces the expression of
the chemokines MCP-1, MIP-1a, RANTES, and MIG, both
after in vitro infection of macrophages (51), and after IN
application to mice (42). On the contrary, the strains NYVAC
and WR after in vitro infection of macrophages, and the
strains Elstree, Wyeth, and WR after IN application to mice,
do not induce the production of CC chemokines (42). This
presumably relates to the influence of other immunomodu-
latory proteins present in the strains mentioned above.
FIG. 4. The response induced in mice by immunization
with rVACVs or DNA vaccine co-expressing vCCI. (A and B)
Mice were injected IP with 1 · 106 P13-E7GGG, P13-DvCCI-
E7GGG, RevP13-DvCCI-E7GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG
virus, or (C) the animals were immunized with
pBSC-SigE7LAMP DNA vaccine and 1 or 2 lg of pBSC-vCCI
or pBSC vaccine, shot with a gene gun subsequently to the
same site. The animals received two doses 2 wk apart. (A and
C) The CTL response of individual mice against VACV E3
protein (A), and/or HPV16 E7 protein (A and C), was ex-
amined 12 d after the last immunization by ELISPOT IFN-c.
The data were analyzed by two-way ANOVA (A and C).
VACV-specific antibodies elicited in mice at various intervals
after virus administration were determined by ELISA. The
lines represent arithmetic means (B).
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While testing the influence of vCCI produced by the IP-
administered virus P13-SigCCI-E7GGG on the levels of
chemokines, we observed, when compared to controls, a
decrease of the chemokines RANTES and eotaxin (i.e., the
second and the third chemokines for which vCCI has the
highest binding specificity). We also detected a drop in the
chemokines TARC and MDC. The chemokine MIP-1a that
binds best to the vCCI, and by the help of which we proved
the binding capability of vCCI, was not detected in the
mouse serum by the test we used. The level of MCP-1, the
fourth best vCCI-bound chemokine, was not influenced by
the production of vCCI. This suggests that vCCI is not able
to neutralize MCP-1 produced by TC-1 as detected by ex-
pression analysis (52), and could partly explain why P13-Sig-
vCCI-E7GGG does not exert improved anti-tumor effects.
Despite the differences in the levels of chemokines induced
by rVACV, the analysis of the immune cells isolated from the
mouse spleens after IP application of rVACV with various
forms of vCCI found that vCCI produced by P13 did not
affect the amount of DCs, myeloid suppressor cells, T-regu-
latory lymphocytes, CD8 + lymphocytes, and macrophages.
The examination of revertants carrying vSigCCI showed
that the production of the secretory vCCI protein does not
influence virus replication in vitro, though the measurement
of viral DNA in the mouse ovaries injected IP with VACV
revealed that the revertant expressing vSigCCI is more at-
tenuated, because after systemic administration, it replicates
to lower titers than the parental virus. The decreased repli-
cation was also confirmed by the detection of lower levels of
specific anti-VACV antibodies on day 32 after infection in
response to P13-SigCCI-E7GGG compared to the antibodies
elicited by the parental virus. We and others have observed
previously that attenuated viruses induced lower titers of
antibodies (53). Similar results were obtained by Reading
et al. (10) after IN infection of mice with the WR virus that
produced the vCCI of the Lister virus. Decreased titers of
WR-vCCI were accompanied by less severe infiltration of the
lungs by macrophages and lymphocytes, which correlated
with reduced levels of the chemokines MIP-1a, MCP-1, and
eotaxin detected in the BAL fluid of IN-infected mice. We
also observed a decrease in the level of RANTES.
RANTES is produced in the early stages of infection,
mainly by the antigen-presenting cells (DCs, macrophages,
NKT cells, and c+T cells), which have receptors for inflam-
matory cytokines, so they significantly respond to inflam-
matory conditions (54). RANTES attracts to locations of
inflammation and infection cells that express the receptors
CCR1, CCR3, and CCR5. They are primarily the cells of in-
nate immunity, such as monocytes, basophils, eosinophils,
immature DCs, NK cells, and T cells. It has been demon-
strated (55) that activation of CCR5 induced by VACV in-
fection leads to the induction of the permissive phenotype for
VACV replication in primary T cells. Since permissive in-
fection of T cells and other CCR5-positive cells might rep-
resent a mechanism for VACV dissemination throughout the
lymphatic system, sequestration of CCL5 by vCCI, which
could result in a decrease in CCR5 activation, could be
manifest as a decrease in VACV virulence. It has been re-
cently shown that CCR5 - / - mice are less susceptible to
systemic VACV infection than WT mice (56).
The analysis of immunization experiments and specific
immunity against E7 protein and VACV E3 protein by ELI-
SPOT did not prove any significant differences in the immu-
nogenicity between the parental virus, deletion mutant, and
revertants, despite the lower virulence of P13-SigCCI-E7GGG.
Lower activity of CC chemokines is probably compensated for
by the production of large amounts of extrinsic antigens and
direct priming of T cells in secondary lymphoid organs during
infection with replicating recombinant VACV (57). Moreover,
DCs store antigens on a long-term basis, whereas chemokine
sequestering during VACV infection coincides with vCCI
production up to 7 days when the virus is eliminated, with the
greatest effect seen on day 4, when the virus replicates most.
The impact of reduced levels of CC chemokines on the T-cell
response is not so significant, probably due to the low pro-
duction of vCCI from day 5 post-infection.
A comparable number of E7-specific IFN-c + CD8 + cells
was detected after immunization with P13 E7GGG-SigCCI
and with the parental virus P13-E7GGG. However, the
therapy of TC-1 tumors was worse. We can speculate that
influencing the early phase of innate immunity with smaller
quantities of CC chemokines might lead to weaker direct
functional activation of NK cells (58).
To explore the influence of the vCCI on the induction of
specific immunity in the absence of viral infection, we
constructed a DNA vaccine coding the secretory form of
vCCI protein. In this case, the production of vSigCCI
caused, in comparison with the control plasmid, the in-
duction of weaker specific immunity. The extent of this ef-
fect was dependent on the amount of DNA vaccine. The
importance of chemokines for the immunogenicity of DNA
vaccine was demonstrated for MIP-1a. Co-administration
of the plasmid encoding MIP-1a had an adjuvant effect
on HIV-1 envelope DNA vaccine (59). We assume that the
presence of vCCI at the site of intradermally-administered
DNA vaccine against E7 can deeply affect the levels of
chemokines, with the greatest impact on chemokines like
FIG. 5. Therapy of TC-1 tumors by immunization against
HPV16 E7 with rVACV. Mice were injected SC with 3 · 104
TC-1 cells. The next day after the administration of tumor
cells, the animals were immunized once IP with 3 · 106 PFU
P13-E7GGG (n = 14), P13-DvCCI-E7GGG (n = 14), RevP13-
DvCCI-E7GGG (n = 8), P13-Sig-vCCI-E7GGG (n = 14), or
RevP13-Sig-vCCI-E7GGG (n = 6). The graph shows summa-
rized results of two independent experiments. Tumor
growth is shown as the mean tumor area for each group. The
differences in the tumor size on day 27 were statistically
analyzed by the t-test.
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MIP-1a, which are bound to the highest-affinity sites and
are available at low concentrations. This can lead to the
suppression of the T-cell response.
In summary, the results of our investigation show that
the P13 clone of the attenuated rVACV strain PRAHA does
not produce, due to a shortened signal peptide sequence, a
functional secretory form of vCCI. This finding correlates
with the observed increased levels of the CC chemokines
RANTES, MCP-1, MIG, eotaxin, TARC, and MDC in the
blood of VACV P13-infected mice. The restoration of a
functional form of the vCCI gene reduced the multiplication
of the virus in vivo; nevertheless, it did not affect its ability to
elicit a T-cell immune response. In comparison to the pa-
rental virus, the anti-tumor activity was reduced in the
therapeutic arrangement. The co-expression of 35K protein
even impaired the immunization capabilities of DNA vac-
cines. Our results could be helpful in the selection of the
parental viruses used for the construction of immunization
vectors for therapeutic purposes.
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SUPPLEMENTARY FIG. S1. The predicted H2-Db-
restricted E3(140–148) epitope is recognized by CD8
+ CTLs of
H-2b mice immunized with VACV. (A) Mice were injected
intraperitoneally with 3.106 PFU of recombinant vaccinia vi-
rus P13 expressing glucuronidase of E. coli (P13-GUS) (n = 6),
or with PBS (n = 2). Splenocytes were isolated 12 d after the
immunization. The response of antigen-specific T cells was
determined by ELISPOT-IFN c ex vivo as described in the
materials and methods section. The E3-specific response was
found in all animals immunized with VACV. The response
was epitope-specific, as stimulation with E7 peptide yielded
no higher count of spots than control without peptide. There
was no response seen in non-immunized mice. The difference
in spot count between E3-stimulated cells from VACV-
immunized mice and any other test group was statistically
significant ( p < 0.001), as determined by one-way ANOVA.
(B) Staining of CD8 molecule on the surface of responding
cells by ICS staining confirmed that VGPSNSPTF peptide is a
natural epitope and can be recognized by CD8 + T cells.
SUPPLEMENTARY FIG. S2. The E3(140–148) (VGPSNSPTF) peptide binds to the H2-D
b molecule. The RMA-S cells were
incubated at 25C for 16 h and pulsed with 10 lM E3, E7, or M1 peptide, or with medium without the peptide, for 20 min. The
cells were washed twice with PBS and further incubated at 37C in medium. The amount of surface H-2Db molecules was
measured in triplicate by flow cytometry at several time points. An example of the determination of mean fluorescence
intensity of the FITC signal in the FS, SS live cell subset at 0 h, and the overlay of MFI values for the three peptides and
controls at 3 h are shown in part A. (B) Graph showing the time course of H-2Db molecule surface concentration. The
statistical analysis was performed by two-way ANOVA (***p < 0.001).
